Inmunoterapia sublingual:  Mecanismos inmunológicos by Ramos García, Tania María
 1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Hospital Universitario de La Princesa 
 
 
 
“Inmunoterapia sublingual: 
Mecanismos inmunológicos” 
 
 
Tesis Doctoral 
 
 
 
 
 
Tania María Ramos García 
 
 
 
Licenciada en Medicina 
 
 
 
2017 
 
 
 
 
 3 
 
Universidad Autónoma de Madrid 
 
Hospital Universitario de La Princesa 
 
Servicio de Alergología 
 
 
 
 
Tesis Doctoral: 
 
“Inmunoterapia sublingual:  
Mecanismos inmunológicos” 
 
 
Autor:  
 
Tania María Ramos García 
Licenciada en Medicina 
 
 
Directores: 
 
Domingo Barber Hernández 
Licenciado en Ciencias Químicas 
Doctor en Ciencias Químicas 
 
Carlos Blanco Guerra 
Licenciado en Medicina 
Doctor en Medicina 
 
 
 
Madrid, 2017 
 5 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A Javier, Diana y Javi 
A mis padres 
 
 
 7 
AGRADECIMIENTOS 
 
Durante la elaboración de esta tesis, muchas personas  han participado en este 
proyecto y, por tanto, quiero expresarles mi gratitud . 
 
Agradezco a mis directores de tesis, los Drs. Domingo Barber y Carlos Blanco, 
la ayuda incondicional que han mostrado en la elaboración de este trabajo, sus 
ideas, su tiempo y su consejo. En especial a Carlos, sin cuya insistencia nunca 
habria finalizado esta tesis. 
 
Quiero dar las gracias al laboratorio ALK-Abelló, por su gran apoyo científico. 
Mención muy especial a Pilar Rico, Alicia Marín y María Arina, por su 
inagotable colaboración. Gracias también a Santiago Martín, por su labor en el 
manejo de datos estadísticos. 
 
Mi agradecimiento a todos los miembros del Servicio de Alergología, por su 
contribución al reclutamiento de los pacientes. En especial a Laura Fernández 
y a Duarte Teixeira, por su excelencia en la extración de los sueros y la toma 
de muestras. 
 
Mi reconocimiento a Rosa Varona y Abel Suarez-Fueyo, por el gran trabajo en 
el procesamiento de las muestras enviadas al Centro Nacional de 
Biotecnología. 
 
Recordar especialmente a todos los pacientes que han aceptado participar en 
el proyecto, por su disposición y tolerancia con las molestias ocasionadas. 
 
A mi padre, madre y hermano, sin los que nada de esto hubiera sido posible, 
por ayudarme a alcanzar mis metas. 
 
Y, finalmente, a los que mas quiero, a mis bichos por alegrar mi mundo y, muy 
especialmente, a mi esposo Javi, por estar a mi lado siempre, tanto en los 
buenos como en los malos momentos. 
 9 
 
ABREVIATURAS 
 
 
aTreg  Linfocito T regulador activado 
CD  Cúmulos de diferenciación 
CEIC  Comité Ético de Investigación Clínica 
CTLA-4 Antígeno 4 asociado a linfocitos T citotóxicos 
ELISA  Ensayo inmuno-absorbente ligado a enzimas 
GPS  Estación polínica de gramíneas 
GPSI  Primera estación polínica de gramíneas 
GPSII  Segunda estación polínica de gramíneas 
Ig  Inmunoglobulina 
IgE-FAB Unión al antígeno facilitada por IgE 
IL  Interleucina 
IFN  Interferón 
IT  Inmunoterapia 
iTreg  Linfocito T regulador inducido 
mTreg Linfocito T regulador memoria 
PBMC Células mononucleares de sangre periférica 
Phl p 1 Antígeno 1 de Phleum  
Phl p 5 Antígeno 5 de Phleum 
SCIT  Inmunoterapia subcutánea 
sIgE  Inmunoglobulina E alérgeno-específica 
sIgG  Inmunoglobulina G alérgeno-específica 
sIgG1  Inmunoglobulina G de subclase 1 alérgeno-específica  
sIgG4   Inmunoglobulina G de subclase 4 alérgeno-específica 
SLIT  Inmunoterapia sublingual 
SQ-T units Unidades de tableta de calidad estandarizada 
TGF  Factor de crecimiento tumoral 
Th1  Linfocitos T colaboradores de tipo 1 
Th2  Linfocitos T colaboradores de tipo 2 
Treg  Linfocito T regulador 
 
 
 
 11 
 
Índice 
AGRADECIMIENTOS	..............................................................................................................	7	
ABREVIATURAS	......................................................................................................................	9	
RESUMEN	...............................................................................................................................	13	
SUMMARY	..............................................................................................................................	15	
INTRODUCCIÓN	...................................................................................................................	17	
1	 Las	enfermedades	alérgicas	.....................................................................................	19	
1.1	 El	aumento	en	la	prevalencia	de	las	enfermedades	alérgicas	............................	19	
1.2	 La	epigenética	y	las	enfermedades	alérgicas	...........................................................	21	
1.3	 La	marcha	atópica	.............................................................................................................	22	
2	 La	rinitis	alérgica	.........................................................................................................	23	
2.1	 Clasificación	de	la	rinitis	alérgica	................................................................................	23	
2.2	 Epidemiología	de	la	rinitis	alérgica	............................................................................	25	
2.3	 Calidad	de	vida	en	la	rinitis	alérgica	...........................................................................	25	
2.4	 Costes	de	la	rinitis	alérgica	............................................................................................	26	
2.5	 Etiopatogenia	y	fisiopatología	de	la	rinitis	alérgica	..............................................	26	
2.6	 Inmunidad	innata	y	rinitis	alérgica	............................................................................	28	
2.7	 Inmunidad	adaptativa	y	rinitis	alérgica	....................................................................	28	
2.8	 Células	implicadas	en	la	rinitis	alérgica	....................................................................	30	
2.9	 Mediadores	de	la	inflamación	alérgica	nasal	...........................................................	32	
2.10	 Clínica	de	la	rinitis	alérgica	.........................................................................................	33	
2.11	 Diagnóstico	de	la	rinitis	alérgica	...............................................................................	33	
3	 La	alergia	al	polen	de	gramíneas	...........................................................................	36	
3.1	 Los	alérgenos	de	las	gramíneas	....................................................................................	37	
3.2	 Diagnóstico	de	la	alergia	a	gramíneas	........................................................................	38	
3.3	 El	manejo	de	la	alergia	al	polen	de	gramíneas	........................................................	38	
4	 La	inmunoterapia	específica	con	alérgenos	.......................................................	39	
4.1	 Vías	de	administración	de	la	IT	específica	con	alérgenos	...................................	40	
4.2	 La	inmunoterapia	sublingual	con	comprimidos	liofilizados	de	gramíneas	..	40	
5	 Mecanismos	de	acción	de	la	inmunoterapia	subcutánea	..............................	41	
5.1	 Cambios	en	los	anticuerpos:	respuesta	humoral	...................................................	41	
5.2	 Efecto	de	la	IgG	sobre	la	IgE	y	la	respuesta	alérgica	..............................................	43	
5.3	 Cambios	en	las	células	efectoras	..................................................................................	43	
5.4	 Cambios	en	las	subpoblaciones	de	linfocitos	T	.......................................................	44	
5.5	 Generación	de	linfocitos	T	y	B	reguladores	..............................................................	45	
5.6	 Efectos	de	la	inmunoterapia	subcutánea	en	la	mucosa	nasal	............................	46	
6	 Mecanismos	inmunológicos	de	la	inmunoterapia	sublingual	......................	46	
6.1	 Peculiaridades	de	la	administración	oral	de	alérgenos	.......................................	47	
6.2	 Cambios	en	la	inmunidad	humoral	en	respuesta	a	la	SLIT	.................................	48	
6.3	 Cambios	en	el	balance	Th1/Th2	inducidos	por	la	SLIT	........................................	50	
6.4	 Generación	de	linfocitos	T	reguladores	en	relación	con	la	SLIT	.......................	51	
6.5	 Cambios	en	las	células	efectoras	asociados	con	la	SLIT	.......................................	52	
6.6	 Cinética	de	la	respuesta	inmunológica	a	la	SLIT	.....................................................	53	
 12 
Justificación	del	estudio	...................................................................................................	55	
HIPÓTESIS	Y	OBJETIVOS	..................................................................................................	57	
Hipótesis	del	estudio	.........................................................................................................	59	
Objetivos	...............................................................................................................................	61	
MATERIAL	Y	MÉTODOS	....................................................................................................	63	
1	 Selección	de	pacientes	...............................................................................................	64	
1.1	 Criterios	de	inclusión	.......................................................................................................	64	
1.2	 Criterios	de	exclusión	......................................................................................................	65	
1.3	 Retirada	de	sujetos	...........................................................................................................	66	
1.4	 Tratamiento	........................................................................................................................	66	
1.5	 Medicación	de	rescate	.....................................................................................................	67	
1.6	 Medicación	concomitante	...............................................................................................	67	
1.7	 Programación	de	visitas	y	valoraciones	....................................................................	68	1.7.1	 Primera	visita	..............................................................................................................................	68	1.7.2	 Visitas	sucesivas	.........................................................................................................................	69	
2	 Evaluación	de	la	respuesta	inmunológica	...........................................................	70	
2.1	 Sangre	completa	................................................................................................................	70	
2.2	 Muestras	de	suero	.............................................................................................................	71	
2.3	 Detalles	metodológicos	de	las	técnicas	utilizadas	.................................................	72	2.3.1	 Separación	de	PBMC	.................................................................................................................	72	2.3.2	 Análisis	de	las	subpoblaciones	linfocitarias	por	inmunofenotipado	y	por	citometría	de	flujo	.....................................................................................................................................	72	2.3.3	 Análisis	de	inmunoglobulinas	séricas	IgE,	IgG4	e	IgG1	.............................................	74	2.3.4	 Ensayo	de	la	unión	al	alérgeno	facilitada	por	IgE	(FAB)	...........................................	75	
2.4	 Evaluación	de	la	mejoría	clínica	de	los	pacientes	tratados	con	SLIT	en	
tabletas	de	gramíneas	................................................................................................................	76	
2.5	 Estudio	estadístico	y	presentación	de	datos	............................................................	76	
RESULTADOS	........................................................................................................................	79	
1	 Características	de	los	pacientes	.............................................................................	81	
2	 Cambios	inmunológicos	en	respuesta	a	la	SLIT	de	gramíneas	.....................	93	
2.1	 Respuesta	inmune	humoral	alérgeno-específica	...................................................	93	
2.2	 Perfil	de	citocinas	de	tipo	Th2	...................................................................................	103	
2.3	 Correlación	entre	los	cambios	en	la	inmunidad	humoral	y	celular	..............	109	
2.4	 Correlación	entre	los	cambios	serológicos	y	la	respuesta	clínica	.................	116	
2.5	 Aumento	en	la	proporción	de	células	productoras	de	IFN-γ	...........................	120	
2.6	 Proporción	de	los	linfocitos	T	CD4+	con	fenotipo	regulador	...........................	124	
2.7	 Relación	entre	respuesta	Th2	y	Treg	.......................................................................	130	
2.8	 Resumen	de	la	cinética	de	los	cambios	inmunológicos	a	los	2	años	de	
tratamiento	.................................................................................................................................	133	
2.9	 Resumen	de	la	cinética	de	los	cambios	inmunológicos	a	los	5	años	.............	135	
DISCUSIÓN	..........................................................................................................................	137	
CONCLUSIONES	..................................................................................................................	149	
REFERENCIAS	.....................................................................................................................	153	
Resumen 
 13 
RESUMEN 
 
 
Introducción 
La inmunoterapia sublingual en tabletas es eficaz para el tratamiento de la 
rinitis por alergia a polen de gramíneas. Sin embargo, hasta el momento no se 
ha estudiado la cinética a largo plazo de los cambios inmunológicos que se 
producen en los pacientes tratados con SLIT de gramíneas. 
 
Objetivos 
Se diseñó un ensayo clínico prospectivo de 5 años de duración, consistente en 
3 años de tratamiento con SLIT de gramíneas y 2 años de seguimiento 
posterior tras suspender la SLIT. 
Se analizaron los cambios inmunológicos producidos a nivel celular y humoral 
en sangre periférica, para tratar de identificar los parámetros inmunológicos 
fundamentales que pudieran explicar la respuesta clínica observada. 
 
Resultados 
Se incluyeron 58 pacientes con rinitis y/o asma bronquial por alergia a polen de 
gramíneas, de los que 30 completaron los 5 años del estudio. La administración 
de SLIT de gramíneas indujo una respuesta bifásica, tanto a nivel de inmunidad 
humoral como celular, que persistió 2 años tras finalizar 3 años de tratamiento. 
La respuesta Th2 inicial consistió en un incremento en la IgE sérica específica 
frente a los alérgenos principales de Phleum, Phl p 1 y Phl p 5; así como en la 
proporción de células productoras de citocinas Th2, en concreto de IL-4. Esto 
se siguió de un descenso de la respuesta Th2, con una desviación de las 
citocinas hacia perfil Th1, lo que se tradujo en un aumento en la proporción de 
Resumen 
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células productoras de IFN-gamma. El descenso de la producción de IL4 a 
corto plazo se correlacionó con la instauración de una respuesta  T reguladora 
de memoria, que se consolidó en el segundo año de tratamiento. 
Otros hallazgos relevantes fueron el incremento progresivo tanto de los niveles 
de IgG4 específica como del bloqueo en la unión al alérgeno facilitada por IgE. 
Del mismo modo, se produjo un descenso en la cifra de eosinófilos en sangre 
periférica durante la estación polínica de gramíneas. 
En el 70% de los pacientes, al finalizar el ensayo clínico se observó una ratio 
de IgE/IgG4 específicas inferior a la encontrada antes de la administración de 
la inmunoterapia. Además, en el 83% de los pacientes se detectó una 
disminución mantenida del bloqueo en la unión al alérgeno facilitada por IgE. 
Es de destacar que se demostró una asociación estadísticamente significativa 
entre el descenso de los eosinófilos en sangre periférica durante la estación 
polínica y la reducción en los títulos de IgE específica con respecto a los 
niveles previos a la SLIT, mostrando estos últimos correlación con la respuesta 
clínica. 
 
Conclusiones 
Nuestros resultados sugieren que la persistencia en la mejoría clínica que se 
observa en los pacientes 2 años tras la finalización de un periodo de 3 años de 
tratamiento con SLIT de gramíneas, está asociado con la adquisición de una 
respuesta celular T reguladora, que se establece de forma estadísticamente 
significativa el segundo año de tratamiento y que a su vez se relaciona con un 
descenso de los niveles de eosinófilos en sangre periférica y de la IgE sérica 
específica. 
Summary 
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SUMMARY 
 
 
Introduction 
Sublingual administration of Phleum pratense allergen immunotherapy (SLIT) 
tablets is a clinically efficient treatment for grass pollen–induced allergic 
rhinoconjunctivitis. However, kinetics of immunological changes in patients 
undergoing grass tablet SLIT treatment has not been adequately studied.  
 
Objectives 
A 5-yr prospective clinical trial was designed, including a 3-yr grass tablet SLIT 
treatment period followed by 2 additional years after SLIT discontinuation.  
Systemic effects of SLIT on both humoral and cellular immune responses were 
evaluated in peripheral blood samples, in order to try to identify key 
immunological parameters that could explain sustained clinical benefit.  
 
Results 
 Out of the 58 patients initially recruited, 30 completed the 5-yr protocol. Grass 
tablet SLIT administration induced a 2-phase systemic humoral and cellular 
response that mostly persisted 2-yrs after therapy discontinuation. The Th2 
response was initially exacerbated, detected as an increase in both allergen-
specific IgE (sIgE) levels and IL-4 producing cells; followed by downregulation 
of the Th2 response, with a shift toward a Th1 cytokine profile, measured as an 
increment in IFN-gamma producing cells. Short term decrease on IL4 producing 
cells correlated with the generation of a memory Treg response, that was 
statistically significant the second treatment year. 
Summary 
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A progressive increase in specific IgG4 (sIgG4) levels and IgE-facilitated 
allergen binding (FAB) blockage, as well as reduced grass-pollen-season 
peripheral-blood eosinophil counts, were also relevant findings. 
sIgE/sIgG4 ratios at the end of trial were lower than preimmunotherapy in 70% 
of patients, meanwhile IgE-FAB remained lower in 83% of them. At the same 
time, a progressive development of a regulatory T cell response was observed 
in two thirds of the patients.  
Interestingly, there was a statistical association between this regulatory 
response, the maintenance of lower eosinophil counts during grass pollen 
seasons, and sIgE titers lower than before immunotherapy treatment, being the 
last ones significantly associated with clinical response.  
 
Conclusions 
Our results suggest that the maintained clinical improvement observed in 
patients 2-yrs after finishing a 3-yr treatment period with grass tablet SLIT is 
linked to acquisition of a regulatory T cell response, consolidated in the second 
treatment year, which in turn is associated with lower eosinophil counts and 
sIgE levels. 
 
Introducción 
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1 Las enfermedades alérgicas 
Las enfermedades alérgicas son el resultado de la respuesta errónea del 
sistema inmunológico, que reacciona de forma inadecuada frente a sustancias 
externas, que son inocuas para los pacientes no alérgicos. Las reacciones 
alérgicas se clasifican según el mecanismo inmune subyacente, siguiendo los 
criterios clásicos de la clasificación de Gell y Coombs (1). Las reacción de tipo 
I, mediadas por anticuerpos de tipo inmunoglobulina E (IgE), son las causantes 
de alergias respiratorias (incluyendo rinitis y asma bronquial), alergias a 
alimentos, a medicamentos, reacciones anafilácticas, etc. Estos procesos son 
muy importantes por su elevada prevalencia y potencial gravedad, ocasionando 
un deterioro significativo en la calidad de vida de los pacientes afectos y un 
elevado coste económico para los sistemas de salud.  
 
1.1 El aumento en la prevalencia de las enfermedades 
alérgicas 
Para conocer la evolución de la alergia debemos comprender que el ser 
humano se ha desarrollado bajo presión adaptativa, que le ha obligado a 
desarrollar un sistema inmune complejo, que aún estamos muy lejos de 
comprender totalmente. Frente a la evolución de las amenazas bacterianas, 
víricas y parasitarias, el sistema inmune ha generado dos tipos de respuesta: 
una inmediata, mediante el sistema inmune innato, que comienza a actuar 
horas tras la exposición al agente; y otra más lenta, pero mucho más específica 
y potente, por medio del sistema inmune adaptativo. Esta evolución se ha 
producido a lo largo de miles de años, con un perfeccionamiento progresivo. 
Introducción 
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En los últimos 10.000 años, las nuevas formas de organización social 
relacionadas con la agricultura y la ganadería, conllevan escasas condiciones 
de higiene y gran facilidad para la aparición de epidemias infecciosas, lo que ha 
persistido hasta el siglo XVIII, obligando a la adaptación inmune a esas 
condiciones. Durante ese periodo, la tasa de mortalidad en las edades 
tempranas de la vida rondaba el 50%. La esperanza de vida se ha modificado 
en estos últimos siglos. En el siglo XIX, con la instauración del sistema de 
alcantarillado y fuentes de agua potable, dicha mortalidad descendió hasta el 
20%. Ya el siglo XX, el uso de los antibióticos, los programas de vacunación, la 
eliminación de los parásitos, el escaso contacto con animales domésticos, la 
limpieza extrema y la calidad del agua, consiguen reducir la mortalidad infantil 
por debajo del 1% (2). 
Ante este cambio social, la prevalencia de las enfermedades alérgicas está en 
aumento en todo el mundo, tanto en los países desarrollados como en los 
países en desarrollo. Debido a esto, la alergia se considera un problema de 
salud prioritario. Según las estadísticas de la Organización Mundial de la Salud 
(OMS), cientos de millones de sujetos en el mundo sufren de rinitis y se estima 
que unos 300 millones tienen asma bronquial (3).  
El incremento de la prevalencia de la alergia podría ser debido, al menos en 
parte, al descenso en las enfermedades infecciosas. Como hemos señalado, el 
sistema inmune ha evolucionado frente a las infecciones, siendo esta 
interacción necesaria para el desarrollo sano del ser humano. La ausencia de 
dicho contacto con microorganismos, provoca que el sistema inmune quede en 
un estado inmaduro, lo que favorece el desarrollo de las respuestas 
inmunológicas anormales, como son las reacciones alérgicas o autoinmunes. 
Introducción 
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Esto constituye la base de la “teoría de la higiene”, una de las que trata de 
explicar el aumento en la prevalencia de las enfermedades alérgica (2). 
Dicha teoría postula que, en condiciones normales después del nacimiento, el 
patrón inicial de respuesta de linfocitos T colaboradores tipo 2 (Th2) se 
desplaza hacia un patrón de tipo 1 (Th1), al madurar bajo el estímulo de 
infecciones repetidas. La menor exposición del niño a agentes infecciosos y, en 
consecuencia, la menor estimulación del sistema inmune por antígenos 
microbianos que favorecen una respuesta tipo Th1, produciría un desequilibrio 
a favor de una respuesta de tipo 2, asociada a los procesos alérgicos (4). 
También se ha sugerido que la prolongación de la esperanza de vida 
condicionará la aparición de nuevos casos de alergia respiratoria en personas 
de edad avanzada (5).  
 
1.2 La epigenética y las enfermedades alérgicas 
En los últimos años se ha desarrollado una nueva disciplina científica 
denominada epigenética, que estudia cambios químicos del genoma que 
provocan alteraciones en la expresión de los genes. Lo importante es que 
dichas modificaciones son heredables. A modo de ejemplo, hoy sabemos que 
gran parte de las diferencias entre nuestra especie y el Neandertal son 
epigenéticas. Una hipótesis interesante e inquietante es que el cambio 
producido en los patrones de exposición a microrganismos, está provocando 
modificaciones epigenéticas en el sistema inmune y, si no descubrimos 
estrategias de prevención eficaces, la mayor parte de la población padecerá 
enfermedades inmunológicas a lo largo de las próximas décadas. Hoy en día 
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desconocemos como revertir las modificaciones epigenéticas introducidas en 
una población (6).  
En esta época, en la que diversos sectores sociales cuestionan los programas 
de vacunación, es importante señalar que dichos programas han sido 
responsables en gran medida del drástico descenso de la tasa de mortalidad 
infantil. En ningún caso volver a la situación anterior, asociada a una gran 
mortalidad, conllevaría una alternativa. En el caso de las enfermedades 
alérgicas como la rinitis y/o asma bronquial, disponemos de la inmunoterapia 
específica con alérgenos (IT), que es el único tratamiento etiológico que puede 
modular el sistema inmune para ayudarle a recuperar su equilibrio (7).  
 
1.3 La marcha atópica 
De forma adicional, hoy en día asumimos que el estado pro-alérgico (o 
“atópico”) de un individuo es consecuencia de una falta de maduración del 
sistema inmune, que ya es evidente desde el nacimiento. A este respecto, 
diversos estudios señalan que el individuo nace ya sensibilizado a antígenos 
alimentarios que llegan vía transplacentaria. En concreto, las alergias más 
frecuentes en los primeros meses de la vida están causadas por leche y huevo. 
Pues bien, los individuos atópicos van a experimentar una evolución de su 
enfermedad en función de los antígenos a los que se encuentran expuestos. Es 
lo que se conoce como “marcha atópica” (8). 
Dentro de esta marcha alérgica, los primeros síntomas suelen ser cutáneos, 
con la aparición de dermatitis entre los 3 meses y los 4 años. Posteriormente 
aparece la alergia alimentaria, que se solapa con la dermatitis en las edades 
Introducción 
 23 
tempranas de la vida, entre los 4 meses y los 3 años. Más tarde comienzan las 
enfermedades infecciosas recurrentes, entre los 8 meses y 4 años. A partir de 
los cuatro años, el paciente desarrolla rinitis y asma bronquial, causados por 
alérgenos respiratorios, principalmente ácaros del polvo, pólenes, epitelios de 
animales y hongos (9). El principal causante de alergia respiratoria en nuestra 
área geográfica es el polen de gramíneas, que son las plantas que comprenden 
las distintas variedades de césped y espiguillas.  
 
 
2 La rinitis alérgica 
La rinitis alérgica se define como una enfermedad inflamatoria de la mucosa 
nasal mediada por IgE y causada por la exposición a una gran variedad de 
alérgenos. La rinitis ha sido considerada como una enfermedad leve pero, en 
los últimos años, ha quedado patente que constituye una causa infravalorada 
de morbilidad, que puede conllevar costes muy importantes para quien la sufre. 
Por otra parte, cada vez es más evidente su relevancia como factor de riesgo 
para el desarrollo de asma bronquial, con la que comparte el mecanismo 
inmunopatogénico, habiéndose llegado a establecer el concepto de “una 
enfermedad única de la vía respiratoria”, que engloba a la rinitis y el asma 
bronquial. 
 
2.1 Clasificación de la rinitis alérgica 
Clásicamente, la rinitis alérgica se ha clasificado teniendo en cuenta el periodo 
de exposición al alérgeno en estacional, perenne y ocupacional (10,11). En la 
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rinitis alérgica estacional los síntomas aparecen durante una estación concreta, 
en la cual los alérgenos (como los pólenes y algunos hongos) están presentes 
en la atmósfera. Mientras, en la rinitis alérgica perenne los síntomas no 
aparecen en una estación concreta. Por su parte, los principales alérgenos 
responsables de la rinitis perenne son los ácaros, epitelios de animales, hongos 
y cucarachas.  
En los últimos años, un grupo de trabajo internacional ha consensuado una 
guía para el diagnostico y manejo de la rinitis (Allergic Rhinitis and its Impact on 
Asthma, ARIA). En ella, se propone una nueva clasificación de la rinitis 
alérgica, basada en la duración y frecuencia de los síntomas, diferenciando 
entre rinitis intermitente y persistente (dependiendo del número de días por 
semana y del número de semanas consecutivas durante las cuales el paciente 
tiene síntomas); así como entre rinitis leve y moderada-grave (en función de la 
intensidad de las manifestaciones clínicas y de su repercusión sobre la calidad 
de vida) (Figura 1).  
 
 
 
 
Figura 1. Clasificación de rinitis alérgica según la Guía ARIA 
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2.2 Epidemiología de la rinitis alérgica 
La rinitis alérgica es un problema de salud mundial y representa una de las diez 
causas más frecuentes de consulta en Atención Primaria (12). Los estudios 
epidemiológicos indican que la prevalencia de la rinitis alérgica se ha ido 
incrementando de forma progresiva en los últimos 50 años (13), afectando en 
la actualidad hasta un 40% de la población mundial (14) y un 23-30% de la 
población Europea (15).  
Durante el año 2013, el código de rinitis alérgica representó el 1.1% de las 
consultas registradas en el sistema de Atención Primaria de la Comunidad de 
Madrid, con una tasa de 36.5 consultas por cada 1000 (16). Datos interesantes 
se obtienen en Alergológica 2005, estudio epidemiológico realizado en España: 
el 55% de los pacientes atendidos por primera vez en Servicios de Alergología 
fueron diagnosticados de rinitis alérgica; de ellos, el 65% presentaban 
conjuntivitis y el 37% asma bronquial (17). De hecho, la rinitis es un factor de 
riesgo para el desarrollo de asma, tanto en adultos (18) como en niños (19). 
 
2.3 Calidad de vida en la rinitis alérgica 
A pesar de que la rinitis alérgica ha sido considerada tradicionalmente como un 
proceso patológico banal, tiene una morbilidad importante, con gran impacto en 
la calidad de vida. De este modo, un 59% de los pacientes con rinitis 
consideran sus síntomas como moderados o graves (20). En un estudio 
prospectivo internacional recientemente publicado, en el que se incluían un 
gran número de pacientes con rinitis alérgica, se observó que más del 80% 
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consideraba que la enfermedad tenía un efecto perjudicial en su vida diaria 
(21). 
 
2.4 Costes de la rinitis alérgica 
La rinitis es una patología crónica que tiene importantes repercusiones 
económicas sobre las personas afectadas y sus familias, los sistemas 
sanitarios y la sociedad en su conjunto (14). Los costes se dividen en directos 
(relativamente fáciles de calcular y que engloban todos los gastos médicos) e 
indirectos (muy difíciles de establecer, abarcan fundamentalmente la pérdida 
de días de trabajo o asistencia al colegio y la disminución del rendimiento, tanto 
escolar como laboral). 
En España se ha llevado a cabo recientemente el Estudio FERIN sobre 
farmacoeconomía de la rinitis (22), que estima el coste medio total (costes 
directos + indirectos) de la rinitis alérgica en 1.708 euros por paciente al año. 
Además, el coste se correlaciona con la gravedad de la rinitis. Se calcula que la 
pérdida de productividad durante los periodos sintomáticos es cercana al 30%.  
 
2.5 Etiopatogenia y fisiopatología de la rinitis alérgica 
El epitelio nasal actúa como una barrera de defensa y juega un papel clave en 
los mecanismos de reconocimiento alergénico (23). Aunque la mayoría de las 
proteínas de los alérgenos que inhalamos son inmunógenas, sólo unas pocas 
son capaces de inducir una respuesta IgE. Para que una proteína sea 
alergénica es necesario que tenga epítopos para células B, a los cuales se 
Introducción 
 27 
pueda unir la IgE; y epítopos para células T, capaces de inducir una respuesta 
de linfocitos Th2 (24). (Figura 2).  
 
 
Figura 2. Fases de la hipersensibilidad mediada por IgE 
 
La presencia de los epítopos apropiados es una condición necesaria pero no 
suficiente para convertir una proteína en alergénica. Es posible que sea muy 
importante la actividad bioquímica inherente asociada al antígeno (25). De esta 
forma, la inmunogenicidad depende de factores como el tamaño molecular, las 
propiedades bioquímicas del alérgeno, su estabilidad en los tejidos, así como la 
cantidad y duración de la exposición (26).También influyen la vía de exposición 
y los fenómenos inflamatorios que se producen en el tejido expuesto al 
alérgeno. 
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2.6 Inmunidad innata y rinitis alérgica 
En la mucosa nasal comienza el reconocimiento innato de los alérgenos por 
componentes solubles presentes en la superficie mucosa. Esto tiene lugar en 
distintas fases: la de fijación y transporte de partículas; y la del reconocimiento 
innato por células inmunes y no inmunes de la vía aérea. Para tal fin, las 
células epiteliales expresan una gran variedad de receptores de reconocimiento 
de patógenos (PRR), que detectan los llamados patrones moleculares 
asociados a patógenos (PAMP) y asociados a lesión tisular (DAMP). La 
activación de dichos PRR, representa uno de los pasos clave en el proceso de 
sensibilización Th2, liberando grandes cantidades de citocinas proinflamatorias, 
quimiocinas y otros factores que atraen a células Th2, células dendríticas, 
eosinófilos, basófilos y otras células inflamatorias (27).  
 
2.7 Inmunidad adaptativa y rinitis alérgica  
La respuesta alérgica en la mucosa nasal tiene 2 fases. La llamada “fase 
precoz”, ocurre en los primeros minutos de la exposición y persiste durante 2-3 
horas. En esta fase se produce la degranulación de los mastocitos y basófilos, 
tras el entrecruzamiento de dos moléculas de IgE específica fijadas en la 
superficie de dichas células, lo que libera un conjunto de mediadores 
preformados, fundamentalmente histamina y triptasa. Como consecuencia de 
ello, se produce la estimulación de las fibras nerviosas, así como 
vasodilatación, aumento de la permeabilidad vascular, hipersecreción de moco, 
estornudos y prurito (28, 29, 30, 31). 
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En esta fase también tiene lugar la síntesis de novo de otros mediadores, 
incluyendo leucotrienos (LTC4, LTD4, LTE4), factor de activación plaquetaria 
(PAF) y prostaglandinas (fundamentalmente PGD2), que actúan sobre los 
vasos sanguíneos y las glándulas mucosas, induciendo congestión nasal y 
secreción de moco (32, 33, 34). Otra citocina que se libera es el factor de 
necrosis tumoral alfa (TNF-α), muy importante en el reclutamiento de nuevas 
células inflamatorias.  
En la llamada “fase tardía”, que comienza a las 4-6 horas de la exposición al 
alérgeno, la síntesis de los nuevos mediadores mencionados prolonga los 
síntomas de estornudos y prurito, pero sobre todo comporta una obstrucción 
nasal mantenida, que puede durar hasta 18-24 horas. Esta respuesta es 
predominantemente inflamatoria, que se debe a la atracción y activación de 
eosinófilos, linfocitos T, basófilos, neutrófilos y monocitos, a través de una 
cascada de citocinas y quimiocinas, liberadas inicialmente por las células 
efectoras primarias (mastocitos y basófilos) (35).  
Las principales citocinas que intervienen en el desarrollo de la inflamación son 
la IL-5 (fundamental para el reclutamiento y prolongación de la supervivencia 
de los eosinófilos) (36); así como la IL-4 y la IL-13 (responsables del 
reclutamiento de basófilos, eosinófilos y linfocitos T hacia la mucosa nasal) (29, 
30).  
La exposición repetida puede acabar induciendo el remodelado de la mucosa 
nasal (que es la inducción de cambios persistentes en la vía aérea); y el efecto 
“cebado” (priming), es decir, el incremento de la respuesta al alérgeno a 
medida que se repite la exposición al mismo. 
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2.8 Células implicadas en la rinitis alérgica 
Existen una gran variedad de células que participan en la rinitis, como son: 
v Mastocitos 
Los mastocitos son las principales células efectoras que mantienen la 
inflamación, inducen la síntesis de IgE y proporcionan la IL-4 necesaria para 
que los linfocitos Th0 se diferencien en Th2; a la vez que en los linfocitos B, 
productores de inmunoglobulinas, se induzca el cambio al isotipo IgE (37) 
En los gránulos de los mastocitos se almacenan mediadores formados 
previamente, como histamina, triptasa y quimasa; así como citocinas del tipo de 
IL-4, IL-5, IL-8, IL-13, TNF-α, etc. El principal responsable del reclutamiento y la 
retención de los mastocitos en el epitelio es el factor beta transformador del 
crecimiento (TGF-β), producido por las células epiteliales (37). 
v Células epiteliales 
Las células epiteliales tienen un papel inmunomodulador a través de la 
liberación de eicosanoides, endopeptidasas, citocinas y quimiocinas, 
incluyendo IL-6, IL-8, GM-CSF (factor estimulante de colonias de granulocitos y 
macrófagos), SCF (que es un importante factor de crecimiento de los 
mastocitos, imprescindible para su maduración y supervivencia, y que también 
tiene actividad quimiotáctica), TGF-β (que es un factor quimiotáctico para los 
mastocitos), eotaxina y CCL5 (ligando de quimiocina 5). Estos 2 últimos son 
factores quimiotácticos para los eosinófilos (23). Asimismo, las células 
epiteliales nasales producen TSLP (linfopoyetina estromal tímica), IL-25 e IL-33 
(27, 38) citocinas que favorecen la inflamación alérgica Th2 y el 
reclutamiento/migración de los eosinófilos hacia la mucosa nasal (39).  
v Células endoteliales 
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Las células endoteliales participan activamente en la respuesta inflamatoria. 
Tras su activación, expresan moléculas de adhesión que permiten la atracción 
al foco de otras células, fundamentalmente eosinófilos (40).  
v Basófilos 
Los basófilos tienen receptores de alta afinidad para la IgE, a la vez que sus 
gránulos citoplasmáticos contienen histamina. En los sujetos con rinitis 
alérgica, infiltran la mucosa tras la exposición natural al alérgeno. Una vez 
activados, los basófilos liberan la histamina contenida en sus gránulos de 
manera inmediata, generando LTC4. Además, liberan grandes cantidades de 
IL-4 e IL-13, que son cruciales para el desarrollo de respuestas Th2, 
favoreciendo el cambio de isotipo de los linfocitos B, potenciando la síntesis de 
IgE (41).  
v Eosinófilos 
Diversos factores quimiotácticos atraen los eosinófilos a la mucosa nasal, como 
la IL-5, el CCL5 y la eotaxina (también llamada CCL11). Los gránulos de los 
eosinófilos contienen proteínas citotóxicas como proteína de unión a la manosa 
(MBP), peroxidasa del eosinófilo (EPO), proteína catiónica del eosinófilo (ECP) 
y neurotoxina derivada del eosinófilo (END) (42). Tras la activación, también se 
produce la síntesis de mediadores lipídicos como LTC4, tromboxano A2 y PAF 
( (43), así como la liberación de diversas citocinas, incluyendo IL-4, IL-5 y GM-
CSF (36). Los eosinófilos desempeñan un papel importante en la fase tardía de 
la respuesta alérgica y en la inflamación crónica (44,45). 
v Linfocitos 
Los linfocitos regulan y controlan la respuesta inmunológica. En los sujetos con 
rinitis alérgica persistente, se observa un aumento de los linfocitos CD4+, e 
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incluso de linfocitos B, que muestran signos de activación (CD25+), junto con 
un incremento de las citocinas Th2 (IL-4, IL-5, IL-13) (46,47)  
Los Treg son una subclase de células CD4+ CD25+ que suprimen la función de 
otros linfocitos a través de la producción de IL-10 y TGF-β. Su número aumenta 
tras la inmunoterapia, lo que sugiere que estas células están implicadas en los 
mecanismos de tolerancia, regulando a la baja la respuesta Th2 (48,49,50). 
 
2.9 Mediadores de la inflamación alérgica nasal 
Asociados a la repuesta celular encontramos a los mediadores de la 
inflamación, la mayoría de los cuales son sintetizados por diferentes células. 
Dentro de estos, podemos encontrar la histamina, la triptasa y los derivados del 
ácido araquidónico, como son la prostaglandina D2 y los leucotrienos. Sus 
acciones sobre los vasos sanguíneos, terminaciones nerviosas y glándulas de 
la mucosa nasal van a dar lugar a las manifestaciones clínicas: estornudos, 
prurito, rinorrea y obstrucción nasal. 
El IFNγ proviene de los linfocitos Th1 y de otras células, tiene la función de 
activar macrófagos y células dendríticas, favorece la inmunidad celular e inhibe 
la respuesta tipo Th2. Por su parte, la IL-4 proviene de los linfocitos Th2, tiene 
un papel fundamental en la producción de IgE por parte de los linfocitos B, es 
necesaria para estimular la respuesta Th2 y disminuir la Th1 (51). 
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2.10 Clínica de la rinitis alérgica 
Los síntomas típicos incluyen congestión nasal, rinorrea, prurito nasal, 
estornudos y, en los casos graves, pérdida del olfato. La congestión nasal es el 
síntoma predominante (hasta en el 90% de los pacientes con clínica estacional) 
(52) siendo descrito como el más molesto (53) con frecuencia, a los síntomas 
clásicos de la rinitis se asocian otros como, el lagrimeo y el prurito ocular, ótico 
y faríngeo. 
Además, los pacientes pueden experimentar disnea, dolor de cabeza y 
alteraciones del sueño; así como un descenso del procesamiento cognitivo, de 
la velocidad psicomotora, del aprendizaje verbal y de la memoria (54). 
 
2.11 Diagnóstico de la rinitis alérgica 
El diagnóstico de rinitis se basa en la realización de una anamnesis detallada, 
la exploración física y las pruebas complementarias. 
• La anamnesis deberá incluir antecedentes personales y familiares de 
atopia, características de los síntomas (tipo, duración, intensidad, horario), 
enfermedades asociadas (fundamentalmente conjuntivitis, dermatitis atópica 
y asma bronquial), factores desencadenantes (estacionalidad, exposición a 
animales, factores ocupacionales, irritantes inespecíficos, actividades de 
ocio, fármacos, etc.), respuesta al tratamiento administrado y aparición de 
posibles complicaciones.  
• La exploración física incluye la inspección y palpación de la anatomía 
nasal y senos paranasales, seguidas de una rinoscopia anterior o de una 
endoscopia nasal. La auscultación pulmonar resulta fundamental en los 
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pacientes con rinitis persistente y moderada-grave, dada su asociación con 
asma bronquial. 
• Las exploraciones complementarias abarcan: 
v Las pruebas cutáneas 
Son el instrumento fundamental para demostrar una reacción alérgica mediada 
por IgE y permiten confirmar el diagnóstico de una alergia específica.  
La prueba intraepidérmica (prick) es el método de referencia, por su sencillez 
técnica y comodidad para el paciente, mostrando una alta correlación con los 
síntomas y las pruebas de provocación (55). 
v La provocación nasal 
Consiste en la exposición del paciente a dosis crecientes del alérgeno en la 
mucosa nasal. El alérgeno se puede administrar de distintas formas, como 
instilando un extracto en la mucosa del cornete, o con un mecanismo de 
pulverización nasal. Para valorar la respuesta al alérgeno existen diversos 
métodos, que pueden ser subjetivos, como escalas de puntuación de síntomas, 
u objetivos, como la rinomanometría anterior (activa o pasiva), la 
rinomanometría posterior activa, la rinometría acústica o la medición del flujo 
pico inspiratorio nasal (56). 
v Técnicas in vitro 
Las técnicas de laboratorio de mayor utilidad son las basadas en la 
determinación de la IgE sérica. Además, se dispone de técnicas que se 
fundamentan en las consecuencias de la interacción entre el alérgeno y la IgE 
específica fijada a la superficie de las células sanguíneas sensibilizadas, como 
son las pruebas de degranulación de los basófilos y de liberación de histamina. 
También es posible la determinación de mediadores de la inflamación, como 
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ECP o triptasa; o de la IgE específica en lavado nasal tras la provocación con 
alérgenos.  
En general, la determinación de IgE sérica específica es el principal método 
complementario a las pruebas cutáneas, a las que no puede sustituir, y que 
debe relacionarse siempre con la clínica del paciente. 
A continuación se resumen los métodos más importantes para determinar la 
IgE sérica. 
- Determinación de IgE sérica total 
Su cuantifición es llevada a cabo por diversos métodos de inmunoanálisis. En 
la actualidad se emplean métodos automatizados, como el UniCap® (Thermo 
Fisher Scientific Inc.).  
- Determinación de IgE sérica específica 
El primer método empleado para su cuantificación fue el RAST 
(Radioallergosorbent test) del laboratorio Pharmacia. Actualmente existen otros 
muchos aunque, en nuestro medio, el más utilizado es el ImmunoCAP® 
(Thermo Fisher Scientific Inc.), una modificación del RAST que le aventaja en 
sensibilidad (57). Una alternativa no disponible de manera comercial es el 
método ADVIA®  (Siemens Healthineers España) que ofrece la ventaja de ser 
más específico, al no sufrir interferencias de otras inmunoglobulinas. 
- Determinación de IgE sérica componentes alergénicos 
En los últimos años se dispone de la posibilidad de determinar IgE frente a 
alérgenos naturales purificados o recombinantes, para el diagnóstico por 
componentes mediante ImmunoCAP, lo que aporta un perfil de sensibilización 
a ciertos alérgenos, bien sean específicos o indicadores de reactividad 
cruzada. 
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-Determinación de IgE sérica por micromatrices 
También se puede realizar diagnostico por componentes mediante sistemas de 
micromatrices, como el ISAC (Thermo Fisher Scientific Inc (58,59). 
Gracias a esta técnica, con un solo ensayo se obtiene el perfil de 
sensibilización a más de 100 alérgenos naturales o recombinantes. 
 
 
3 La alergia al polen de gramíneas 
En España existen varios aeroalérgenos de interés. Las gramíneas, muestran 
una polinización de abril a junio, y constituyen la causa más importante de 
polinosis en Europa, debido a su gran alergenicidad y extensa distribución (60, 
61, 62,63 , 64, 65, 66, 67, 68, 69). 
 La alergia al polen de gramíneas es, por tanto, una de las causas más 
frecuentes de alergia respiratoria y se asocia con más del 50% de los casos de 
rinitis alérgica en nuestro medio (70). Se estima que 45 millones de personas 
en Europa padecen de alergia al polen de gramíneas, muchos de los cuales 
creen que esta enfermedad afecta negativamente a su calidad de vida (70, 
71).En Madrid se dan recuentos altos y relativamente cortos de gramíneas, 
pero de una gran intensidad, debido al clima continental, tan característico de 
esta área geográfica (65). También existe una relación con los niveles de 
pluviosidad en los meses de octubre a marzo, que incluso permiten pronosticar 
las concentraciones atmosféricas de gramíneas que existirán entre abril y junio 
(72). 
Las gramíneas pertenecen a la subfamilia de las Poaceas. Dentro de esta 
subfamilia encontramos los géneros más importantes con respecto a la alergia 
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respiratoria a los pólenes o “polinosis” (en concreto, Phleum, Dactylis, Lolium, 
Trisetum, Festuca, Poa, Anthoxanthum, Holcus, Agrostis y Alopecurus). Existe 
una gran reactividad cruzada entre ellos, por lo que, en general, una o dos 
especies es suficiente para diagnosticar y tratar a los pacientes alérgicos. La 
gramínea más representativa desde el punto de vista alergénico es el Phleum 
pratense (Phl p) (73).  
 
3.1 Los alérgenos de las gramíneas 
Los alérgenos son las proteínas que inducen la respuesta IgE. Se clasifican en 
principales y minoritarios, en función de si el porcentaje de sensibilización que 
muestran los pacientes alérgicos es superior o inferior al 50%, 
respectivamente. Cuando los alérgenos muestran homología significativa en la 
secuencia de aminoácidos correspondiente al epítopo (región reconocida por la 
IgE) se puede ocasionar reactividad cruzada entre ellos. 
Entre los alérgenos de las gramíneas encontramos una gran similitud física y 
química, lo que explica su elevada reactividad cruzada. Estos alérgenos se 
clasifican por grupos, cuyos componentes presentan secuencias moleculares 
comunes, independientemente de la especie de procedencia. Los alérgenos de 
gramíneas de los grupos I y V son los más inmunodominantes, tanto por su 
mayor capacidad de unión a la IgE, como por el porcentaje de pacientes que 
presentan IgE específica frente a ellos. En concreto, el 95 % de alérgicos a las 
gramíneas presentan IgE específica frente a alérgenos del grupo I, mientras 
que el 80 % la presentan frente a alérgenos del grupo V (74 ,75 ). 
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Los alergenos principales del Phl p son Phl p 1 y Phl p 5. (76 , 77,78, 79 , 80). 
Todos los alérgenos principales de las gramíneas muestran un alto grado de 
similitud (81,82). 
Alrededor del 10% de los pacientes alérgicos a las gramíneas pueden no estar 
sensibilizados a Phl p 1 y Phl p 5, sino a otros alérgenos de gramíneas, como 
Phl p 2, Phl p 4, o Phl p 11. En cuanto a la prevalencia de sensibilizaciones por 
alérgeno, a Phl p 1 es muy alta (cercana al 90%), mientras que a Phl p 5 se 
encuentra entre el 50 y el 80%, dependiendo de las áreas.  
 
3.2 Diagnóstico de la alergia a gramíneas 
La alergia respiratoria a gramíneas se diagnóstica en base a la historia clínica 
de rinitis y/o asma bronquial, complementándose con pruebas cutáneas y 
determinación de IgE específica, tal y como se ha comentado en el apartado 
general de rinitis. En caso de duda sobre la implicación de las gramíneas en la 
alergia respiratoria, cabe la posibilidad de realizar una prueba de provocación 
específica, consistente en exponer de manera controlada al paciente a un 
extracto de alérgenos debidamente cuantificados. 
 
3.3 El manejo de la alergia al polen de gramíneas 
 
El manejo de la alergia respiratoria a gramíneas incluye uno o más de los 
siguientes pasos: 
- Evitación de las causas de la alergia 
- Educación del paciente 
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- Medicación, sintomática y preventiva 
- Inmunoterapia específica 
La evitación es especialmente difícil en el caso de los pólenes. Si bien los 
tratamientos sintomáticos pueden ofrecer un alivio a corto plazo, no tratan la 
causa de la enfermedad alérgica. Por su parte, la medicación preventiva no 
puede proporcionar una remisión prolongada de los síntomas, una vez 
finalizado el tratamiento (por carecer de efecto a largo plazo). Además, pese al 
uso de tratamiento farmacológico, un gran número de pacientes sigue 
experimentando de por vida síntomas alérgicos. (83, 84 ). 
 
 
4 La inmunoterapia específica con alérgenos  
La inmunoterapia específica con alérgenos (IT) es una forma efectiva de 
reorientar la respuesta inmunológica inapropiada de los pacientes alérgicos. De 
hecho, hoy en día es la única opción de tratamiento causal, capaz de alterar el 
curso natural de la enfermedad alérgica, reduciendo la aparición de los 
síntomas y el consumo de medicación sintomática, mostrando efecto a largo 
plazo, tras finalizar el tratamiento. Por tanto, es capaz de actuar sobre los 
mecanismos inmunopatológicos de la reacción alérgica, evitando la aparición 
de nuevas sensibilizaciones y la evolución a asma (85, 86 ). 
La IT para el tratamiento de la alergia respiratoria a gramíneas se lleva 
utilizando desde hace más de 100 años, desde que fue introducida por Noon y 
Freeman a principios del siglo XX (87,88). Para poder instaurar un tratamiento 
adecuado con inmunoterapia es necesario conocer el polen que causa la 
patología y realizar un diagnóstico en profundidad. Además, con respecto a las 
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gramíneas, existe evidencia científica de que una sola especie, pueden 
utilizarse con éxito para el tratamiento de los pacientes (89)  
4.1 Vías de administración de la IT específica con 
alérgenos 
Tradicionalmente, la inmunoterapia se ha administrado por vía subcutánea 
(90,91). Sin embargo, debido a su perfil de seguridad y a la necesidad de ser 
administrada bajo supervisión médica, la administración de la terapia 
subcutánea se ha restringido en algunos países al ámbito hospitalario. ( 83, 
91).  
El desarrollo de la inmunoterapia en forma de gotas sublinguales ha 
proporcionado una alternativa más segura y cómoda a la vía subcutánea, 
permitiendo su administración en el domicilio del paciente (83,92). 
 
4.2 La inmunoterapia sublingual con comprimidos 
liofilizados de gramíneas 
El uso de liofilizados orales constituye un paso más allá en el campo de la 
inmunoterapia con polen de gramíneas. Ha demostrado ser seguro y eficaz en 
rinoconjuntivitis, en ensayos debidamente controlados realizados con un 
número elevado de pacientes (93,94,95,96).  
Este hecho ha permitido el registro como medicamento en 2007 en España de 
una IT con liofilizados orales de gramíneas denominada GRAZAX® (93).  
El efecto de esta IT se mantiene durante 3 años de tratamiento y persiste a los 
2 años de suspender el mismo. (95). Al ser la primera IT registrada como 
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medicamento, existiendo evidencia suficiente sobre su seguridad y eficacia, se 
decidió utilizar dicha IT para realizar la presente tesis doctoral. 
 
 
5 Mecanismos de acción de la inmunoterapia 
subcutánea 
Los estudios sobre la respuesta inmunológica local y sistémica a la IT 
convencional, administrada por vía subcutánea, han sugerido varios 
mecanismos para explicar su eficacia.  
 
5.1 Cambios en los anticuerpos: respuesta humoral 
La presencia de IgE específica en suero y sobre la superficie de mastocitos y 
basófilos es característica de la enfermedad alérgica y, de hecho, la exposición 
a alérgenos relevantes provoca una elevación de la IgE específica, tanto en 
suero como en el órgano de choque (97). Es bien conocido que durante la 
estación polínica los pacientes alérgicos al polen de las gramíneas 
experimentan una elevación transitoria de la IgE frente al polen de Lolium 
perenne y sus principales componentes moleculares (Lol p 1, 2, 3 y 5), que se 
sigue de un descenso gradual posterior (98). 
Del mismo modo, una vez que se inicia la administración de la IT, se produce 
una elevación de la IgE en suero, que se sigue de una disminución a los 3-6 
meses de tratamiento. El efecto de la dosis es importante, pues mientras que 
las dosis bajas de antígenos favorecen la respuesta IgE, son las dosis altas las 
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que se asocian con una disminución de la misma. El descenso en suero de la 
IgE aparece mucho más tarde que la respuesta clínica y tampoco se 
correlaciona con la magnitud de la mejoría tras el tratamiento 
(99,100,101,102,103, 104 , 105, 106, 107).  
Por su parte, respecto a la IgG, los subtipos IgG1 e IgG4 se incrementan 
específicamente de 10 a 100 veces sobre sus valores basales, de una manera 
precoz tras las primeras dosis de IT, y continúan aumentando con las dosis 
sucesivas y acumuladas del alérgeno (107, 105,106).  
El cambio de isotipo de producción de inmunoglobulinas IgE, depende de 
citocinas de tipo Th2 (IL-4 e IL-13), así como de la interacción de CD40 con su 
ligando, presentes en la superficie de las células presentadoras de antígeno 
(APC, entre ellas los linf-B) y de los linf-T, respectivamente (108). En presencia 
de IL-4, la IL-10 favorece el cambio a IgG4  (109,110,111,112 ).  
De hecho, tras la inmunoterapia con polen de gramíneas, se observa un 
incremento de IL-10 que va paralelo a la supresión de la respuesta tardía y 
precede a la elevación de IgG4 y a la respuesta clínica. ( 111). 
Así mismo, se ha visto que tras la inmunoterapia con polen de gramíneas, 
aparecen niveles elevados de IgA2 específica e IgA polimérica que, a su vez, 
estimulan la producción de IL-10. (113). A su vez, los linfocitos T reguladores 
(Treg y Tr1) se incrementan en el curso del tratamiento, produciendo IL-10, que 
ejerce un efecto inhibitorio sobre la síntesis de IgE y estimula la producción de 
IgG4 ( 110, 112, 114). 
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5.2 Efecto de la IgG sobre la IgE y la respuesta alérgica 
El papel de la IgG en la tolerancia inducida por la inmunoterapia se conoce 
desde hace tiempo, al demostrarse que el suero de los sujetos que recibían IT 
contenían unos factores específicos que les protegían frente a la reacción 
inflamatoria alérgica (115). Estos factores, identificados como IgG, tienen una 
capacidad bloqueante al competir con la IgE por el alérgeno (116,117).  
Se han descrito hasta tres mecanismos diferentes para explicar la influencia de 
la IgG en la inhibición de la activación mastocitaria por parte de la IgE: 
- Inhibición de la presentación del antígeno facilitada por la IgE. La IgG 
específica interfiere en la unión de la IgE con el receptor de baja afinidad de 
la IgE (CD23), inhibiendo secundariamente la activación de los linfocitos T.  
- Competición con la IgE en su unión al FcεRI o receptor de alta afinidad para 
la IgE.  
- Internalización de la IgE sin activación mastocitaria. Cuando la IgG 
reconoce los mismos epítopos que la IgE, simplemente bloquea su acción, 
pero no es capaz de regular su expresión negativamente. Por el contrario, 
cuando reconoce epítopos diferentes, los complejos de IgG y el alérgeno 
provocan la internalización de FcεRI-IgE sin activación mastocitaria. Esta 
manera de actuar explicaría el funcionamiento de algunos alergoides y 
moléculas hipoalergénicas (118). 
5.3 Cambios en las células efectoras 
En las fases más tempranas de la administración de IT con veneno de 
himenópteros parece existir un “efecto de dosis”, de tal forma que la 
degranulación y liberación de mediadores se produciría, pero en cantidades 
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inferiores a las necesarias para desencadenar una reacción. En este sentido, 
se ha demostrado un descenso de la actividad liberadora de histamina de los 
basófilos durante la IT (119 ).Además, la IT actúa inhibiendo la migración 
celular al foco tras la exposición alergénica, tanto de forma directa como a 
través de una inhibición de los mediadores proinflamatorios (100,101,102,103, 
99 ) 
 
5.4 Cambios en las subpoblaciones de linfocitos T 
Los linfocitos T CD4+ de los sujetos alérgicos reconocen los mismos epítopos 
que los linfocitos T CD4+ de los sujetos que no lo son. Por lo tanto, no parece 
que se trate de un problema de reconocimiento, sino de la calidad o tipo de 
respuesta generada, el clásicamente conocido como paradigma Th1-Th2. Así, 
la inducción de tolerancia que persiste tras terminar el tratamiento con IT, se 
habría atribuido a la inversión del cociente Th1-Th2, con un aumento en la 
respuesta Th1, en detrimento Th2 (114,120)  
Sin embargo, no todos los estudios confirman está hipótesis (121,122 ).  
Cabe la posibilidad de que los cambios del perfil de linfocitos se puedan 
detectar únicamente en los órganos de choque. Utilizando el modelo de alergia 
al veneno de los himenópteros, se ha demostrado que tras la administración de 
la inmunoterapia se produce un aumento relevante de IFN-γ, que va paralelo al 
descenso de IL-4, junto a la muerte por apoptosis de linfocitos T CD4+. Los 
cambios en el patrón de citocinas y, en consecuencia, el predominio Th1, 
suceden muy precozmente tras la IT. De hecho, tan sólo 14 días después de 
iniciado el tratamiento con IT es evidente el predominio Th1 (123). 
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5.5 Generación de linfocitos T y B reguladores 
Estudios más recientes sugieren que el factor esencial en la inducción y el 
mantenimiento de la tolerancia a los alérgenos es la regulación activa a través 
de los llamados linfocitos T y B reguladores, productores de IL-10 (124,125)  
Estos linfocitos controlan las respuestas inmunitarias frente a patógenos e 
impiden las respuestas a antígenos propios. Los linfocitos reguladores, que son 
CD4+CD25+, producen IL-10 y TGF-β tras IT y suprimen la respuesta 
proliferativa de los linfocitos Th2, en una forma dosis-dependiente(114, 122).  
Por tanto, la tolerancia periférica se inicia con IL-10 y TGF-β secretados por los 
linfocitos T reguladores (Treg) específicos para el alérgeno en el curso de la IT. 
El conjunto de linfocitos reguladores usa múltiples factores supresores para 
controlar la actividad no deseada de los linfocitos de Th2, llevándolos a un 
estado de tolerancia. La tolerancia de los linfocitos de Th2 es periférica, se 
inicia tras la secreción de IL-10 y TGF-ß, que suprimen la producción de IgE e 
inducen la producción de IgG4 e IgA. Como consecuencia de la inhibición Th2, 
las citocinas propias de este tipo de células (IL-3, IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13) se 
encuentran también inhibidas. La IL-10 es una citocina que aumenta la 
producción de IgG4, al mismo tiempo que inhibe el cambio de clase a la IgE 
mediado por la IL-4 y favorece la producción de IgG1, que se detecta durante 
las fases iniciales de la IT. A todo esto se añade el aumento en la producción 
de IgA específica frente al alérgeno, lo que se relaciona con la presencia de 
TGFß.  
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5.6 Efectos de la inmunoterapia subcutánea en la 
mucosa nasal  
Los cambios inmunológicos no sólo aparecen en sangre periférica, sino 
también en la mucosa nasal de sujetos con rinitis. En este sentido, se ha 
comprobado que tras recibir IT existe un aumento significativo en el número de 
células que expresan mRNA para IL-10 en la mucosa nasal de sujetos con 
rinitis (112).  
 
 
6 Mecanismos inmunológicos de la 
inmunoterapia sublingual 
La SLIT con determinadas fuentes alergénicas ha demostrado su seguridad y 
eficacia en ensayos clínicos debidamente controlados, realizados con un 
número elevado de pacientes. Esto ha permitido el registro como medicamento 
de algunos productos para SLIT, concretamente en forma de comprimidos. En 
esta línea, consensos recientes reconocen la utilidad de este tratamiento en la 
rinitis alérgica.(126, 127 ). 
Además, la modificación de la enfermedad alérgica inducida por la SLIT, 
persiste durante al menos 2 años tras un ciclo de 3 años de tratamiento (96)  
Los estudios centrados en los cambios inmunológicos relacionados con la 
SLIT, fundamentalmente serológicos, muestran a veces resultados 
contradictorios, lo que se puede deber al diferente diseño. En general, la SLIT 
induce cambios inmunológicos sistémicos en línea con la SCIT, aunque más 
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modestos, pero además muestra mecanismos inmunes locales importantes a 
nivel de la mucosa oral. 
Aunque estos mecanismos se asocian al éxito de la inmunoterapia, se sabe 
poco sobre la secuencia de los eventos y las vías que conectan estos 
mediadores de respuesta. La definición de los periodos de tratamiento óptimos, 
así como la identificación precoz de los pacientes respondedores o de 
marcadores subrogados de respuesta, podría servir para personalizar el 
tratamiento con IT de las enfermedades alérgicas.  
 
6.1 Peculiaridades de la administración oral de 
alérgenos 
La mucosa oral es un sitio privilegiado de presentación de antígenos, ya que 
está expuesta continuamente a proteínas extrañas de alimentos y 
microorganismos, frente a las cuales suele responder induciendo tolerancia en 
lugar de sensibilización (128).   
Se ha demostrado que las células de Langerhans orales (oLC) son unas 
células dendríticas (DC) que difieren profundamente de las células 
presentadoras de antígeno (CPA) de la piel. El hecho de que las oLC expresen 
de forma constitutiva gran cantidad de receptores de alta afinidad para la IgE, 
FcεRI, además de MHC de clase I y II, así como moléculas co-estimuladoras 
del tipo del CD40, CD80 y CD86, indica que estas células juegan un papel 
especial en el sistema inmune regional de la mucosa oral (129). Además, se 
encuentran próximas a linfocitos T, siendo escasos los eosinófilos y mastocitos 
(130).  
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Estudios con alérgenos marcados confirman que son retenidos durante varias 
horas en la mucosa oral, tras la administración sublingual, permitiendo la 
interacción con las oLC y los linfocitos T, lo que ofrece la oportunidad de inducir 
efectos inmunológicos, tanto locales como sistémicos (131).La captación de los 
alérgenos por las oLC depende de la dosis y el tiempo de exposición. Tras la 
captación se produce un aumento en la producción de linfocinas tolerogénicas 
(IL-10 y TGF-β, provenientes tanto de las propias oLC como de los linfocitos T), 
a la vez que se incrementa la capacidad migratoria de las oLC hacia los 
σrganos linfαticos regionales, favoreciendo la formaciσn de linfocitos Treg (132). 
La activación del receptor tipo Toll (TLR) 4 por antígenos bacterianos aumenta 
la producción de IL-10 (133). El FcεRIIB de los linfocitos B también pudiera 
jugar un papel importante (134).  
Los alérgenos para la SLIT se utilizan a dosis acumuladas muy superiores a las 
que se emplean para la SCIT, gracias a la buena tolerancia que muestra la 
mucosa oral. Otra diferencia es que los alérgenos para la SLIT no requieren del 
empleo de los coadyuvantes habituales utilizados en la SCIT, preservando los 
epítopos T y B, lo que también podría favorecer la tolerancia. 
 
6.2 Cambios en la inmunidad humoral en respuesta a la 
SLIT 
Tras un aumento inicial en la sIgE, la SLIT induce una disminución progresiva y 
suprime los incrementos estacionales relacionados con la exposición natural al 
alérgeno. A su vez, se constata un aumento progresivo en los pacientes 
tratados con SLIT de la sIgG1 e sIgG4 (favorecida por la IL-10). La sIgG4 
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guarda relación con la mejoría clínica, al actuar como anticuerpo bloqueante 
que compite con la IgE por la unión al antígeno, así como en la inhibición de la 
facilidad de presentación del alérgeno, de forma similar a lo ya descrito en el 
apartado de la SCIT (99,100,101,102,103)(104,105,106,107,96) .  
En esta línea, se ha demostrado un aumento en los niveles de sIgG4 y una 
disminución en los de sIgE en el grupo tratado con SLIT de gramíneas y ácaros 
durante 2 años frente a placebo (130) El incremento en la sIgG4 se asocia con 
la eficacia clínica, ocurre ya en la primera estación polínica tras el inicio del 
tratamiento y es independiente de que la pauta de SLIT utilizada sea perenne, 
pre- o co-estacional (131). 
Los cambios en los niveles de inmunoglobulinas son tiempo y dosis 
dependientes (132), progresivos durante al menos 2 años (133,134), de menor 
magnitud que los inducidos por la SCIT (108,134).  
El hecho de que la respuesta humoral a los 4 meses con SLIT de gramíneas no 
es homogénea en todos los pacientes respondedores, sugiere que pueda 
haber otros mecanismos inmunes implicados (135).  
Se ha demostrado que la SLIT es capaz de inducir sIgA tanto sérica como 
en secreciones mucosas. En el caso particular de gramíneas, el aumento en la 
sIgA va paralelo al de sIgG4, a la expresión de TGF-β y a la mejoría clínica 
(110). Además, la sIgA1 y la sIgA2 se incrementan durante la estación polínica 
en respuesta a la SLIT al tiempo que aumenta la sIgG4 y su actividad 
bloqueante en el suero (136). 
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6.3 Cambios en el balance Th1/Th2 inducidos por la 
SLIT 
Los linfocitos T CD4+ residentes son abundantes en los tejidos orales, en 
proximidad a las CPA. Dichos linfocitos incluyen tanto T supresores como 
efectores, de los tipos Th1, Th2 y Th17, implicados en la respuesta frente a 
patógenos. En la ausencia de señales de peligro, la respuesta por defecto 
frente a un antígeno sería la inducción de linfocitos Treg y Th1, productores de 
IL-10 e IFN-γ, respectivamente, así como inhibición de los Th2 (137). 
Los resultados de los distintos estudios sobre la respuesta inmune celular al 
tratamiento con SLIT muestran resultados contradictorios (138). Por ejemplo, la 
mejoría clínica precoz  a la SLIT de gramíneas no se asocia con los mínimos 
cambios en la proporción de linfocitos T que aparecen en las PBMC de los 
pacientes tratados, frente a los sujetos controles (139.). Utilizando SLIT de 
abedul (117) se ha observado una clara respuesta linfoproliferativa con 
aumento del IFN-γ y descenso de citosinas de tipo Th2 (117,140, 141,142)  
En el caso del polen de ambrosía se ha comprobado una reducción en la 
expresión de moléculas co-estimuladoras CD80 y CD86 y en la producción de 
IL-4, sugiriendo una menor repuesta de tipo Th2 (131).  
La regulación a la baja de la respuesta de tipo Th2 y/o el cambio inmunológico 
a respuesta de tipo Th1, sugieren la inducción de un mecanismo de tolerancia 
(143, 144,145) la supresión de la inflamación alérgica y la generación de 
linfocitos T reguladores (Treg) (117,144, 146,  147 , 135)  
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6.4 Generación de linfocitos T reguladores en relación 
con la SLIT 
En el sistema inmunológico humano, se sabe que las CPA presentes en la 
mucosa bucal tienden a ser tolerogénicas, en cuanto a que producen IL-10 e 
IL-12 en respuesta a la exposición a antígenos, induciendo la diferenciación de 
los linfocitos T vírgenes CD4+ hacia fenotipo Th1 y Treg (148). Los linfocitos 
Treg tienen múltiples efectos que controlan la respuesta inmunológica 
específica de alérgeno y la inflamación alérgica mediada por IgE (149). Estos 
linfocitos pueden inducir células dedríticas que favorecen la generación de más 
linfocitos Treg e inhiben la diferenciación de linfocitos T efectores (150); 
también inhiben a los linfocitos de tipo Th1 y Th2 e inducen la producción de 
IgG4 y/o IgA por parte de los linfocitos B (149). Las citocinas de tipo Th2 (IL-4, 
IL-5 e IL-13) son precisas para la producción de IgE y la diferenciación, 
supervivencia y actividad de los mastocitos, basófilos, eosinófilos y de las 
células productoras de moco (151,152); una reducción en estas citocinas, junto 
con la producción de IL-10 y TGFβ por los linfocitos Treg, suprime la 
inflamación alérgica inducida por las células efectoras (149)  
En este contexto, la SLIT induce la producción de Treg del subtipo Tr1, que 
producen altos niveles de IL-10 y de TGF-β, que estimulan la producción de 
sIgG4 e sIgA, respectivamente, e inhiben la de sIgE, induciendo tolerancia. 
Ambas citocinas, la IL-10 y el TGF-β, reducen la liberación de mediadores pro-
inflamatorios e inhiben la producción de las citocinas Th2 (148) .Varios estudios 
muestran un aumento en la producción de IL-10 en pacientes tratados con SLIT 
(117,141,153,154) 
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 Este aumento se revierte con la depleción de las células CD25+, lo que implica 
que la IL-10 proviene de los Treg (117). Por su parte, el TGF-β puede mediar la 
supresión inmune precoz en la SLIT con ácaros (154). 
A este respecto, el Foxp3 es un factor de transcripción clave en el desarrollo y 
función de los Treg. Se ha demostrado un aumento en el número de células 
Foxp3+ en biopsias de epitelio oral de pacientes tratados con SLIT de 
gramíneas frente a placebo (136). 
Más aún, la tolerancia a largo plazo puede ser inducida por modificaciones 
epigenéticas en el Foxp3, por medio de una reducción en la metilación de los 
sitios CpG (regiones del DNA con una citosina y una guanina separadas por un 
fosfato, que al ser metiladas pueden silenciar el gen correspondiente), dentro 
del locus Foxp3 de los linfocitos Treg (130). 
Por otro lado, la SLIT con polen de ambrosía, con independencia de la pauta 
utilizada, resulta en un aumento en la producción de IL-10, presumiblemente de 
los Treg, así como en la expresión del ligando 1 de muerte celular programada 
(proteína trans-membrana, homóloga al B7, con papel inmunosupresor) (131). 
  
6.5 Cambios en las células efectoras asociados con la 
SLIT 
Al igual que ocurre con la SCIT, se ha observado un menor reclutamiento y 
activación de células proinflamatorias en la mucosa diana tras el tratamiento 
con SLIT. De forma específica, se ha demostrado una reducción en los 
mastocitos (tanto positivos para triptasa/quimasa, como positivos sólo para 
triptasa), basófilos y eosinófilos en la piel, nariz, ojos y mucosa bronquial de los 
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pacientes tratados (128). Por último, en lo que a células efectoras se refiere, se 
ha observado que tras la SLIT se produce una reducción de la respuesta de los 
mastocitos y los basófilos, relacionada con una regulación rápida del receptor 2 
de la histamina, que es un importante supresor de su activación (155).Los 
resultados comunicados respecto a los cambios inducidos por la SLIT sobre la 
activación de basófilos son contradictorios y, mientras la SLIT con polen de 
gramíneas no pareció inducir cambios significativos en la activación de estas 
células en sangre periférica tras 4 meses de tratamiento (156), en otro estudio 
se ha demostrado una reducción significativa en la activación de los basófilos 
tras SLIT con polen de gramíneas y ácaros cuando se comparan con el 
placebo (135).  
 
6.6 Cinética de la respuesta inmunológica a la SLIT 
Queda claro que la SLIT induce cambios tanto en la inmunidad humoral como 
celular, afectando esta última al balance Th1/Th2 y a la generación de Treg, 
repercutiendo a su vez en las células efectoras. El estudio de la cinética de la 
respuesta inmune a la SLIT permite inferir la relación temporal entre los 
distintos cambios observados. Lo más difícil es averiguar cuáles son los 
cambios primarios, claves en esta respuesta inmune, y cuáles son secundarios. 
La expresión de determinados marcadores de las DC, en concreto C1Q 
(componente 1q del sistema del complemento) y STAB1 (estabilina-1), se 
incrementa en las PBMC de los pacientes que responden a la SLIT, cuando se 
les compara con los que no lo hacen o con sujetos controles. Se ha pensado 
en la posibilidad de emplearlos como biomarcadores de respuesta precoz y  
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predictores de la tolerancia clínica (157). El nivel de inducción de Treg, definido 
como la proporción de IL-10+ Foxp3+ entre los linfocitos CD4+ CD25+, se ha 
postulado como biomarcador terapéutico potencial para la SLIT (158).   
Son precisos estudios adicionales para comprobar si estos u otros marcadores 
de respuesta precoz inmunológica pueden ser utilizados en la práctica clínica 
para predecir la mejoría clínica de los pacientes. 
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Justificación del estudio 
En el momento de diseñar el presente estudio, poco tiempo antes se había 
registrado como medicamento la SLIT en tabletas de gramineas utilizada como 
intervención en nuestra muestra de pacientes. Para ello, se completaron los 
pertinentes ensayos clínicos debidamente randomizados, en ciego contra 
placebo, en un número elevado de pacientes, que permitieron demostrar la 
seguridad y eficacia del producto, requisito indispensable para conseguir su 
autorización.   
Sin embargo, se desconocen los cambios inmunológicos, en general y a largo 
plazo en particular, inducidos por la SLIT en tabletas de gramineas. De hecho, 
no se sabe si esta inmunoterapia induce sólo modificaciones en la respuesta 
inmune local o, por el contrario, también da lugar a alteraciones inmunológicas 
detectables en linfocitos de sangre periférica. Es posible que utilizando las 
pruebas adecuadas, se puedan detectar cambios inmunológicos en sangre 
periférica que sean resultado de dicho tratamiento, lo que simplificaría mucho la 
recogida de muestras y obtención de datos.  
Los estudios clínicos demuestran que la SLIT en tabletas de gramíneas 
ocasiona una mejoría clínica detectable a partir de cuatro meses de 
tratamiento, que se mantiene a los tres años de continuar con la medicación. 
Es razonable pensar que los cambios inmunológicos precoces, que tengan 
lugar en los primeros días o semanas de tratamiento, se relacionen de forma 
significativa con las modificaciones en la respuesta inmune a largo plazo. De tal 
forma que, obteniendo datos en varias visitas efectuadas en las primeras 
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semanas de tratamiento, se puedan identificar biomarcadores de respuesta 
inmune que predigan la adecuada respuesta a la inmunoterapia a largo plazo.  
Además, los estudios también comprueban que la mejoría clínica en respuesta 
a la SLIT con tabletas de gramíneas, sigue siendo significativa 2 años tras un 
ciclo de tratamiento de 3 años de duración. Por lo tanto, esperamos poder 
demostrar que los principales cambios inmunológicos potencialmente 
detectables durante los 3 años de tratamiento, puedan seguir presentes en los 
2 años siguientes a la finalización de la SLIT.  
 
  57 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
 
 
 
 
 
 
Hipótesis y Objetivos 
 59 
Hipótesis del estudio 
Postulamos que el tratamiento con SLIT en comprimidos liofilizados de 
gramíneas puede dar lugar a cambios inmunológicos, relacionados con la 
inducción de la tolerancia asociada a su efectividad clínica, potencialmente 
detectables en sangre periférica.  
Estos cambios inmunológicos podrían afectar tanto:  
• A la inmunidad humoral, en concreto a la cifra de IgE e IgG específica a 
los alérgenos principales de gramíneas (grupos 1 y 5), así como a la 
unión al alérgeno facilitada por IgE. 
• A la inmunidad celular, en lo relativo al balance en la respuesta de 
linfocitos Th1/Th2. 
• A la generación de una subpoblación de linfocitos T reguladores. 
En cuanto a la cronología de la respuesta inmune a la SLIT en comprimidos 
liofilizados de gramíneas, postulamos que pueden existir cambios 
inmunológicos precoces, que tengan lugar en las primeras semanas o meses 
de tratamiento, capaces de predecir la respuesta inmunológica tardía, que 
tendría lugar a partir del primer año de tratamiento. De identificarse, dichos 
cambios inmunológicos precoces serían potenciales biomarcadores de 
adecuada respuesta a la imnunoterapia específica con alérgenos.  
Por último, tras un ciclo de 3 años de tratamiento, los principales cambios 
inmunológicos que se detecten deberían persistir a los 2 años de suspender el 
tratamiento, en concordancia con la duración demostrada del efecto clínico, 
resultado de la modificación de la enfermedad alérgica subyacente.  
Hipótesis y Objetivos 
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Objetivos 
1. Determinar los cambios serológicos (en los niveles séricos de IgE, IgG4 e 
IgG1, específicas frente a alérgenos 1 y 5 de gramíneas, así como en la 
unión al alérgeno facilitada por IgE), en respuesta al tratamiento con SLIT 
en comprimidos de gramíneas, tanto precoces (primeras semanas o meses) 
como tardíos (a lo largo de 3 años de tratamiento) 
2. Determinar los cambios inmunológicos celulares, respecto al balance 
Th1/Th2 (medido como la proporción de células productoras de 
determinadas citocinas características de cada una de ellas),  en respuesta 
al tratamiento con SLIT en comprimidos de gramíneas, tanto precoces 
(primeras semanas o meses) como tardíos (a lo largo de 3 años de 
tratamiento). 
3. Cuantificar la respuesta Treg al tratamiento con SLIT en comprimidos de 
gramíneas, tanto precoces (primeras semanas o meses) como tardíos (a lo 
largo de 3 años de tratamiento). 
4. Estudiar si la exposición fisiológica a polen de gramíneas durante la 
estación polínica afecta a los cambios inmunológicos detectados.  
5. Comprobar si los cambios inmunológicos detectados a lo largo de los 3 
años de tratamiento, tanto serológicos como celulares y de generación de 
respuesta Treg, persisten a lo largo de los 2 años siguientes a finalilizar el 
tratamiento. 
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1 Selección de pacientes 
Se diseñó un ensayo clínico (EudraCT-2009-011453-41) de fase IV, abierto, 
exploratorio, unicéntrico, prospectivo longitudinal, en el que se reclutaron durante 
el verano y otoño de 2009 en el Hospital Universitario de La Princesa (HUP), 58 
pacientes adultos dianosticados de rinoconjuntivitis con o sin asma bronquial y 
sensibilización a polen de gramíneas. El objetivo principal era determinar 
marcadores biológicos relacionados con la tolerancia y la respuesta clínica al 
tratamiento con GRAZAX® 75000 SQ-T (GRAZAX). El protocolo fue valorado y 
aprobado por el Comité Ético de Investigación Clínica del HUP. Previamente a 
la inclusión en el estudio, los pacientes recibieron información escrita mediante 
la hoja de información al paciente (Anexo 1), pudiendo solicitar las aclaraciones 
que consideraran necesarias. Si accedían a participar en el mismo, firmaban el 
consentimiento informado. La información relevante de estos pacientes, así 
como los resultados del estudio, se recogió en un cuaderno de recogida de 
datos (CRD). 
 
1.1 Criterios de inclusión  
Todos los pacientes cumplían todos los siguientes criterios de inclusión: 
- Consentimiento Informado por escrito antes de entrar en el estudio. 
 
- Varón o mujer entre 18 y 65 años de edad. 
 
- Historia clínica de alergia (rinoconjuntivitis y/o asma) por sensibilización 
a polen de gramíneas de al menos 1 año de evolución. 
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- IgE sérica positiva a polen de gramíneas (ImmunoCAP ≥ 0.7 kU/L) 
documentada en los 5 años previos. 
- Prueba cutánea en prick (SPT) positiva a Phleum pratense (ALK-Abelló) 
con un diámetro de pápula ≥ 3 mm. 
- Prueba de embarazo negativa en mujeres potencialmente fértiles. 
 
- Deseo de cumplir con el protocolo. 
 
1.2 Criterios de exclusión 
A su vez, los pacientes no debían cumplir ninguno de los siguientes criterios de 
exclusión: 
- Haber sido tratados con inmunoterapia (IT) previa con polen de 
gramíneas. 
- Historia clínica de asma y/o rinitis alérgica perenne. 
- Pacientes con contraindicaciones para tratamiento con IT, de acuerdo a 
lo establecido por el subcomité de IT de la Academia Europea de 
Alergología e Inmunología Clínica (EAACI) o la ficha técnica de 
GRAZAX. 
- Prueba de embarazo positiva (en mujeres fértiles). 
- Ser familiar cercano de los investigadores o del personal involucrado en 
el ensayo. 
- Cualquier trastorno mental que imposibilite al sujeto la comprensión de la 
naturaleza, envergadura y las posibles consecuencias del ensayo y/o 
actitud no colaboradora. 
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- Dificultades para completar el ensayo por cualquier razón, incluyendo 
posible desplazamiento o períodos prolongados de viaje durante el 
tiempo que dure el ensayo. 
- Uso de fármacos en investigación durante los 30 días anteriores o 5 
vidas medias del fármaco, lo que se considere mayor tiempo, previo a la 
visita de selección. 
 
1.3 Retirada de sujetos 
Los sujetos eran informados de su derecho de abandonar el estudio en 
cualquier momento sin perjuicio alguno. En el caso de que un sujeto 
abandonase el estudio o fuese retirado del mismo, se completaba la página 
correspondiente del CRD, con los datos relativos a la fecha de salida, la razón 
de la misma y la persona que tomaba la decisión de la retirada / abandono. 
Los sujetos que abandonaban el estudio después de iniciado el tratamiento no 
eran reemplazados. 
 
1.4 Tratamiento 
Todos los pacientes recibieron tratamiento diario con extracto de polen de 
gramineas Phleum pratense GRAZAX, liofilizado oral de rápida disolución, 
proporcionado por  ALK-Abelló (Dinamarca). Al tratarse de un estudio abierto, 
no controlado con placebo, los pacientes no eran aleatorizados. Todos los 
pacientes que cumplieron con los criterios de selección, fueron asignados al 
tratamiento activo y se les proporcionó un número de sujeto.  
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La dosis del estudio es un liofilizado oral diario, que debe tomarse 
preferiblemente por la mañana. Se debe colocar debajo de la lengua y evitar 
tragar durante aproximadamente 1 minuto. No se deben tomar alimentos o 
bebidas durante los 5 minutos siguientes. 
Los sujetos eran instruidos para devolver toda la medicación sobrante o no 
utilizada en las visitas al centro establecidas. El cumplimiento del tratamiento 
se evaluó contando los comprimidos devueltos.  
 
1.5 Medicación de rescate  
A pesar del tratamiento con el medicamento en investigación, los sujetos del 
estudio podían requerir tratamiento adicional. Los pacientes empleaban la 
medicación de control y rescate indicada por el investigador para sus síntomas 
de rinoconjuntivitis o asma, de acuerdo con las guías de consenso. Los 
síntomas referidos por el paciente se anotaban como acontecimientos adversos 
(AA), si bien los síntomas de rinoconjuntivitis no eran anotados como AA, a no 
ser que existiera un cambio (en frecuencia o gravedad) respecto a la situación 
basal. 
 
1.6 Medicación concomitante 
Todos los tratamientos recibidos por parte del sujeto al entrar en el estudio o en 
cualquier momento durante el mismo eran considerados tratamientos 
concomitantes y anotados en la historia clínica y en el CRD. La medicación 
concomitante que pudiera interferir con el resultado de las pruebas efectuadas 
en las visitas era suspendida con la antelación suficiente.  
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1.7 Programación de visitas y valoraciones 
En cada visita se realizaron diferentes procedimientos.  
1.7.1 Primera visita 
En la primera vista se efectuó lo siguiente: 
- Obtención del consentimiento informado del sujeto antes de cualquier 
procedimiento del estudio. 
- Datos demográficos (sexo, fecha de nacimiento, origen étnico) y 
medidas corporales (altura y peso). 
- Historia médica, incluyendo historia de fumador. 
- Evaluación de los criterios de inclusión y exclusión. 
- Examen físico, que se basó en los siguientes sistemas corporales: 
cabeza (oido, nariz, garganta y ojos), sistema cardio-respiratorio 
(auscultación), piel, inspección de la cavidad oral y cualquier otro 
aspecto que pudiera resultar anormal.  
- Constantes vitales, que incluían la tensión arterial y la frecuencia 
cardiaca.   
- La espirometría (FEV1) se realizó en las visitas de selección (visita 
1),visita final del estudio (visita 10) y en cualquier visita que el 
investigador considerara oportuno. En el caso de los pacientes 
asmáticos, se realizó también en el resto de las visitas y en cualquier 
visita no programada, siguiendo criterio del investigador. 
- Se realizó prueba cutánea en prick (SPT) de diagnóstico en la visita de 
selección (visita 1), de acuerdo al siguiente panel: Artemisia vulgaris, 
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Betula verrucosa, Cupressus sempervivens (o arizonica), Salsola kali, 
Parietaria judaica, Plantago lanceolata, Phleum pratense, Chenopodium 
album, manzana (Malus domestica), melocotón (Prunus persica), Olea 
europaea, Alternaria alternata, Dermatophagoides mezcla, epitelio de 
perro, epitelio de gato, así como los correspondientes controles de 
histamina y solución salina. 
- Prueba de embarazo en orina (en caso de mujeres en edad fértil). 
- Extracción de sangre para determinaciones inmunológicas: sangre 
completa y suero. 
- Muestra de mucosa oral recogida con isopo. 
- Registro de medicación concomitante. 
- Dispensación del medicamento en estudio. La primera dosis del 
medicamento se administró en el hospital y se mantuvo a los pacientes 
durante 30 minutos en periodo de observación. 
- Entrega de cartilla para anotar AA. 
1.7.2 Visitas sucesivas 
En las siguientes visitas hasta la 15, se realizaron los procedimientos 
especificados en la mencionada. Tras la ultima visita se realizó contacto 
telefónico por parte del investigador una semana después de la última dosis 
administrada del GRAZAX, para asegurarse de que no hubiera ningún AA.  
Para la evaluación de la respuesta inmunológica al tratamiento, se obtenían 
muestras de mucosa oral, sangre completa y suero. Los análisis inmunológicos 
se realizaron tanto fuera de la estación polínica como en plena polinización de 
las gramineas (mayo-junio). De este modo, para la determinación de los 
distintos parámetros, se recogieron muestras en los días 3 y 8, así como en los 
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meses 1, 4, 9 (coincidiendo este último con la primera estación polínica de 
gramineas, GPSI), 12, 21 (en la segunda estación polínica de gramíneas, 
GPSII) y 24, tras el inicio del tratamiento con SLIT.  
El inicio de la estación polinica se consideró en función de los recuentos de 
polenes según lo publicado por el Comité de Aerobiología de la Sociedad 
Española de Alergología e Inmunología Clínica (SEAIC). De este modo, si se 
alcanzaban recuentos de al menos 50 granos de polen de gramíneas por m3 
durante al menos 3 días, se daba por iniciada la estación polinica.  
 
2 Evaluación de la respuesta inmunológica 
Para la realización de la evaluación de la respuesta inmunologica se obtenían 
muestras de mucosa oral, sangre completa y suero, en los tiempos 
establecidos en el esquema del estudio ya mencionado. La situación basal 
inmunológica de los pacientes se estableció en septiembre-octubre de 2009, 
antes de comenzar el tratamiento con GRAZAX. 
 
2.1 Sangre completa  
Se extrajeron en cada ocasión 15 ml de sangre periférica en tubos de vacío con 
Heparina Sódica (tapón verde). Las determinaciones se realizaron en el 
laboratorio del Centro Nacional de Biotecnología (CNB). Los objetivos de este 
análisis eran: 
- Determinar la distribución de poblaciones celulares (neutrófilos, 
eosinófilos, basófilos, monocitos, células dendríticas (DCs) y 
subpoblaciones de linfocitos) haciendo uso de marcadores antigénicos 
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de la superficie celular. Establecer el perfil de citocinas producidas, 
porcentajes de linfocitos Th1, Th2, Th17 y T reguladores (Treg). 
- Análisis de expresión génica (RNA) de mediadores inflamatorios no 
detectables por técnicas de valoración proteica, por reacción en cadena 
de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR). 
- Respuesta proliferativa celular al alergeno in vitro en cultivo celular 
mediante valoración por incorporación de timidina tritiada. 
2.2 Muestras de suero 
 En cada extracción, se obtuvo una alicuota de 5ml en un tubo para la 
obtención de suero, en el cual se realizaron las siguientes determinaciones en 
ALK-Abelló S.A.:  
- En la vista 1: sIgE a Phl p 1, Phl p 5, Ole e 1, Ole e 9, Cup s 1, Pru p 3, 
Profilina (Mal d 4), Polcalcina (Che a 3), Art v 1, Bet v 1, Sal k 1, Pla l 1, 
Par j 2: así como sIgG4 a Phl p 1 y Phl p 5. 
- En las Siguientes visitas: sIgE a Phl p 1, Phl p 5 y Profilina; así como 
sIgG4 a Phl p 1, Phl p 5 y Profilina. 
Para las determinaciones de sIgE se utilizaron la plataforma ADVIA-Centauro. 
Las determinaciones de sIgG4 se realizaron utilizando ensayos de ELISA 
específicos para cada alérgeno.   
- Se realizó un análisis de expresión génica (RNA, por RT-PCR) de 
mediadores inflamatorios, moléculas de activación y señalización. 
-  
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2.3 Detalles metodológicos de las técnicas utilizadas 
A continuación se especifican los detalles metodológicos de las diferentes 
técnicas mencionadas.  
 
2.3.1 Separación de PBMC 
Se obtuvieron células mononucleares de sangre periférica (PBMC) a partir de 
muestras de sangre completa de los pacientes, recolectadas por punción 
venosa en tubos Vacutainer conteniendo heparina sódica (BD Biosciences, 
Franklin Lakes, NJ, USA). Las PBMC de los pacientes se separaron en 
gradiente de Ficoll-Hypaque (GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, 
Suecia). Las PBMC se incubaron durante 20 horas con extracto de Phleum (a 
una concentración de 20 µg/ml). Para el análisis de citocinas, se bloqueó la 
secreción de proteínas añadiendo 2 µg/ml de brefeldina A (Calbiochem, 
Billerica, MA, USA) en los cultivos 5 horas antes.  
 
2.3.2 Análisis de las subpoblaciones linfocitarias por 
inmunofenotipado y por citometría de flujo 
Se analizaron los fenotipos de las subpoblaciones celulares de linfocitos, a 
partir de muestras de sangre completa, por medio de citometría de flujo 
multiparamétrica. Para ello, se trataron 100 µl de sangre periférica con 
anticuerpos monoclonales marcados con fluorocromo (durante 20 minutos a 
temperatura ambiente), se lisaron los eritrocitos y se fijaron las células con 
Versalyse (todos los reactivos de Beckman-Coulter, Brea, California, USA). Se 
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cuantíficó a los eosinófilos como la fracción CD15+ CD14- CD16- CD11b+ 
CD66b+ CD294+ en células de sangre periférica.  
Las subpoblaciones celulares fraccionadas se tiñeron con colorante Live/Dead 
(Invitrogen, Carlsbad, California, USA) e identificaron utilizando los siguientes 
anticuerpos monoclonales anti-humanos: anti-CD45 y anti-CD4 marcados con 
AmCyan (mIgG1; Becton Dickinson, San Diego, California, USA); antiCD15 
(mIgM) y anti-CD127 (mIgG1) marcados con Azul Pacífico (eBioscience, San 
Diego, California, USA); anti-CD3, anti-CD4, anti-CD8, anti-CD11b, anti-CD16 y 
anti-CD66b (todos ellos mIgG1) marcados con isotiocianato de fluoresceína; 
anti-CD11c y anti-CD56 (mIgG1) marcados con ficoeritrina; anti-CD14 
(mIgG2a) y anti-CD45RA (mIgG1) marcados con Rojo de Texas y ficoeritrina 
(todos ellos de Beckman Coulter); anti-CD4, anti-CD19 (ambos mIgG1), anti-
CD152 (mIgG2a) marcados con PC5; anti-CD278, anti-IFN- γ y anti-IL-4 
marcados con PE-CY7 (todos mIgG1, eBioscience); anti-IL-5 marcado con 
aloficocianina (IgG2a de rata; Biolegend, San Diego, California, USA); anti-
CD294 marcado con Alexa Fluor 647 (IgG2a de rata, BD Bioscience); anti-IL-10 
marcado con Alexa Fluor 647 (IgG1 de rata, Biolegend); y anti-CD25 marcado 
con APC-PC7 (IgG1 de rata; eBioscience). La superficie de las células se tiñó 
de acuerdo a los protocolos de los fabricantes. Por su parte, se utilizó el kit 
Intraperm Fix/Perm (BD PharMingen) para la tinción intracelular, de la 
capacidad de producción de citocinas y de expresión de CTLA-4 (CD152). 
Se utilizó un citómetro de flujo Gallios (Beckman Coulter) para los análisis de 
citometría de flujo multidimensional de los fenotipos y la producción de 
citocinas de los linfocitos. Se utilizó a diario fluorosferas Flow-Check (Beckman 
Coulter) para comprobar el alineamiento óptico y el rendimiento del sistema de 
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fluidos del citómetro de flujo. Se llevó a cabo una estandarización en cada 
ronda de visitas, utilizando las fluorosferas Flow-Check (Beckman Coulter) para 
reestablecer los ajustes de todos los parámetros de fluorescencia, para 
asegurar el mantenimiento de los ajustes del instrumento y la consistencia en el 
tiempo. Se llevó a cabo la compensación con una alicuota de PBMCs humanas 
congeladas, cultivadas durante la noche y teñidas con anti-CD4 humano, teñido 
con cada marcador según la combinación de colorantes. Se utilizó el programa 
ADC (Beckman Coulter) para la compensación automática, verificado por la  
utilización de las mismas muestras de PBMC marcadas con los anticuerpos en 
nuestros protocolos, para asegurar que el cálculo automático de los 
coeficientes fuera satisfactorio.  
Por su parte, se utilizó el programa Kaluza (Beckman Coulter) para analizar los 
datos en modo de lista. Se adquirió 1 millón de eventos y se separó los 
linfocitos utilizando sus propiedades de dispersión lateral.  
 
2.3.3 Análisis de inmunoglobulinas séricas IgE, IgG4 e IgG1  
La determinación de la cifra de IgE específica a alérgenos principales de 
Phleum, Phl p 1 y Phl p 5, se realizó utilizando la plataforma ADVIA Centauro 
(Bayer HealthCare, Tarrytown, NY, USA), de acuerdo al método estándar (159    
17). 
Por su parte, los niveles de IgG1 e IgG4 específica frente a Phl p 1 y Phl p 5 se 
evaluaron por ELISA (160 18). Se incubó durante 1 hora a temperatura 
ambiente las muestras de suero de los pacientes (diluidas al 1:10, 1:30 y 1:90) 
con los alérgenos Phl p 1 y Phl p 5, que previamente habían sido unidos a 
placas a una concentración de 2 µg/ml. Para las determinaciones de ELISA, 
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utilizamos anticuerpos monoclonales anti-IgG4 humana (16137), así como 
anticuerpos anti-IgG1 (Southern Biotech, Birmingham, Ala, USA), ambos 
conjugados con peroxidasa. Los resultados se obtuvieron a partir de una curva 
estándar de extracto de Phleum pratense y se expresaron en unidades 
arbitrarias por ml.   
 
2.3.4 Ensayo de la unión al alérgeno facilitada por IgE (FAB) 
Se realizó el análisis de la FAB utilizando métodos estándar (162  19). 
Brevemente, un suero indicador definido, en concreto un pool de sueros de 3 
donantes alérgicos a pólenes de gramíneas, que contienen una concentración 
de IgE específica elevada (>100 kU/ml, medida por método Advia Centauro, 
ALK-Abelló), se preincuba con extracto alergénico de Phleum pratense (a 0, 0.1 
y 0.3 µg/ml, a 37ºC durante 1 hora), sólo (volumen de alérgeno, indicador y 
buffer = 1:1:1) o acompañado del suero de los pacientes (volumen de alérgeno, 
indicador y suero de los pacientes = 1:1:1). A continuación se añaden linfocitos 
B transformados por VEB (105 células por muestra, volumen de alérgeno, 
indicador, suero de los pacientes y linfocitos B = 1:1:1:1) y se vuelve a incubar 
a 4ºC durante 1 hora antes de hacer el lavado. La unión a la superficie celular 
de los complejos de IgE-alérgeno se detecta por citometría de flujo con un 
anticuerpo policlonal anti-IgE marcado con un isotiocianato de fluoresceína 
(STAR147F; Serotec, Dusseldorf, Alemania). Todas las muestras de los 
pacientes se analizaron en duplicado.  
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2.4 Evaluación de la mejoría clínica de los pacientes 
tratados con SLIT en tabletas de gramíneas 
Con el fin de analizar la eficacia clínica como un indicador del éxito de la 
terapia, se utilizó la valoración subjetiva de los pacientes. La evaluación clínica 
subjetiva durante la visita post-estacional, se basó en la comparación entre la 
estación polínica más reciente y la previa. Se asignó un valor numérico a las 
preguntas, siguiendo una escala tipo Likert, variando desde -2 (mucho peor que 
la primavera anterior), -1 (peor), 0 (sin cambios), 1 (mejor) a 2 (mucho mejor). 
Los valores acumulados en los 2 años de seguimiento resultan en una escala 
desde -4 (mucho peor ambos años) hasta +4 (mucho mejor de los síntomas en 
ambos años).  
 
2.5 Estudio estadístico y presentación de datos 
Los datos se representan como cajas que muestran la media de la muestra ± 
95% del intervalo de confianza. Los análisis estadísticos se llevaron a cabo con 
los programas SPSS 17.0 y GraphPad Prism v5.0 (GraphPad Software, La 
Jolla, CA, USA). Los parámetros clínicos y demográficos se expresan como la 
media y el rango. Para compararlos se ha recurrido a las pruebas de Chi-
cuadrado y la U de Mann-Whitney.  
Salvo que se especifique de otro modo, se utilizó para los parámetros 
individuales el análisis de varianza de un factor o prueba de ANOVA, con 
mediciones repetidas y la prueba Dunnett pareada para ensayos longitudinales. 
Para otro tipo de correlaciones pareadas se ha utilizado las pruebas de 
Pearson y Fisher.  
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Por su parte, la relación entre las escalas de puntuación clínica y los 
parámetros inmunológicos se analizó por medio del coeficiente de correlación 
de Spearman.  
Se consideraron significativos valores de p < 0.05.  
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1 Características de los pacientes 
 
Entre los meses de septiembre y octubre de 2009 se reclutaron 58 pacientes en 
el Hospital Universitario de La Princesa de Madrid, que cumplían todos los 
criterios de inclusión y ninguno de exclusión, y habían firmado el consentimiento 
informado para participar en el estudio. Los pacientes fueron tratados con 
GRAZAX® durante 3 años y a continuación se les hizo un seguimiento durante 
dos años adicionales. Se presentan los datos descriptivos correspondientes a los 
58 pacientes que iniciaron el estudio, así como los resultados obtenidos en dos 
tiempos distintos: tras los dos primeros años de tratamiento (población “per 
protocol” a los dos años) y los que finalizaron a los 5 años (población “per 
protocol” a los 5 años).   
Las características principales de los pacientes se resumen en la Tabla 1. Se 
trataba de 28 mujeres (48,3%) y 30 hombres (51,7%) con una edad media (± 
SD) de 35,5 (± 9,7) años. La distribución por razas fue de 29 caucásicos (50%), 
27 hispanos (46,5%), 1 afroamericano (1,7%) y 1 asiático. Todos padecían de 
rinoconjuntivitis por alergia a polen de gramíneas, mientras que 32 de ellos (el 
56,8%) también tenían asma bronquial, que en ningún caso era grave (padecían 
desde asma leve intermintente a moderado persistente, escalones 1 a 3 de la 
GINA). La IgE total de los pacientes mostró una media geométrica de 112,4 kU/L 
(Q1-Q3 54-271), estando en rango normal (< 100 kU/L) en 27 pacientes. La 
prueba cutánea a Phleum fue positiva en todos los pacientes, con una pápula de 
11 ± 3 mm. Del mismo modo, la IgE a phleum fue también positiva en todos los 
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pacientes, por encima de 0.7 kU/L (al ser un criterio de inclusión), con una media 
geométrica de 13,5 kU/L (Q1-Q3 6,2-27,79).  
De entre los pacientes, 42 mostraban otras sensibilizaciones frente a inhalantes 
adicionales diferentes de los pólenes; además, la mayor parte mostraban 
sensibilización a otros pólenes (ver más adelante). Es interesante que 19 de 
nuestros pacientes (el 32,8%) presentaban sensibilización subclínica o alergia a 
alimentos vegetales, sobre todo a frutas como el melón y el melocotón. En 
concreto, 18 pacientes tenían historia de síndrome de alergia oral (SAO) por 
frutas, mientras que uno mostraba sensibilización a kiwi. Otros 2 referían SAO 
en relación con marisco.  
Estas características generales de los pacientes se corresponden a la población  
que habitualmente se atendiende en nuestras Consultas Externas de Alergología 
del Hospital Unviersitario de La Princesa, proveniente en su mayoría del Área 
Sanitaria 2 de la Comunidad de Madrid, en la que la alergia más prevalente es a 
polen de gramíneas.  
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Tabla 1. Características generales de los pacientes 
 
Nº 
Edad / 
sexo 
Alergia 
respiratoria 
Prick 
Phleum* 
IgE 
Phleum# Otras sensibilizaciones Alergia alimentaria 
03 21/V RC 14 41,0 Animales SAO frutas 
04 52/V Rc/asma 11 52,8 Perro/Ácaros SAO mariscos 
05 31/F Rc 11 27,2 Perro SAO frutas 
06 26/F RC 9 26,5 Alternaria SAO frutas 
07 27/F RC 10 2,1 Perro/Alternaria  
08 34/F RC/asma/AIE 16 48,8 Perro/Alternaria Sensibilización anisakis 
09 26/V RC 8 7,2 Perro/Acaros SAO frutas 
10 36/V RC 10 12,5 Gato  
11 40/V RC/asma 14 14,1 Perro SAO melón 
12 40/V RC 16 19,3 Perro/Acaros  
13 34/F RC/asma 8 52,8  Anisakis 
14 30/V RC 12 9,8   
15 29/F RC 12 5,16 Animales  
16 30/V RC/asma 11 15,9 Perro  
17 18/F RC/asma 10 31,9 Perro  
18 26/V RC/asma 10 34,6 UA idiopatica Sensibilización Kiwi/Anisakis 
19 23/V RC/asma 8 10,4 Alternaria DA 
20 57/F RC/asma 15 4,7 Animales/Ácaros/Alternaria SAO frutas 
21 45/F RC/asma 13 16,0 Perro SAO frutas 
22 40/V RC/asma 10 6,1 Perro/Ácaros  
23 36/V RC 7 2,7 Gato  
24 35/V RC 9 34,7 Ácaros  
25 43/F RC  20 24,6   SAO frutas 
26 47/F RC 10 10,3 Perro  
27 48/F RC/asma 13 24,0 Äcaros  Anisakis 
28 38/V RC 8 6,9 Gato  
29 37/V  RC/asma 19 27,9   
30 53/F  RC/asma  17 67,5 Perro/Acaros  
31 28/V RC/asma 15 86,4 Perro/Acaros/Alternaria SAO frutas 
32 20/F RC/asma 15 6,1   
33 34/V  RC/asma 8 32,9 Animales/Ácaros   
34 28/V  RC 9 6,6   
35 23/V RC 9 18,5   
36 25/V RC/asma 7 5,1 Gato  
37 36/F RC/asma  11 4,0 Perro  
38 42/F RC 10 13,5   
39 52/V  RC 8 14,8  SAO frutas/Alergia a cebolla 
40 34/F RC/asma 11 4,0   
41 30/F RC/asma  10 12,7  SAO frutas 
42 56/F RC/asma 10 25,6 Gato/Ácaros    SAO frutas 
43 28/F RC 10 5,4   
44 47/F Rc  10 10,6   
45 44/F  RC/asma  10 50,7  SAO marisco 
46 46/V RC/asma 7 0,7   
47 42/V RC 14 29,4 Perro  
48 27/F RC/asma 9 16,7 Animales DA/SAO frutas y tomate 
49 32/V RC 9 7,0 Animales  
50 42/F RC/asma 10 14,8 Gato DA 
51 37/V RC  9 9,3 Perro/Ácaros   
52 55/V RC  12 39,1  SAO melón 
53 27/V RC/asma  9 4,7 Ácaros   
54 37/F  8 2,3   
55 29/F RC/asma 7 0,7 Perro SAO melocoton  
56 25/V RC/asma  17 100,0 Ácaros  
57 40/V RC/asma  11 100,0   
58 38/F RC/asma 12 5,1  SAO frutas 
59 31/V RC/asma 10 18,0  SAO kiwi 
60 25/F RC  10 17,3  SAO frutas y frutos secos 
*Diámetro medio en mm de la pápula de la prueba cutánea en prick, realizado con extracto 
comercial de Phleum pratense 
#IgE específica sérica a Phleum comercial en kU/L determinada por ImmunoCAP 
Nº, número de paciente; V, hombre; F, mujer; RC, rinoconjuntivitis; UA, urticaria-angioedema; 
SAO, síndrome de alergia oral; DA, dermatitis atópica; AIE, asma inducido por ejercicio. 
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A todos los pacientes se les efectuó prueba cutánea en prick con una batería 
de inhalantes y alimentos, cuyos resultados se resumen en la Tabla 2. De entre 
ellos, 38 pacientes (el 65,5%) mostraron sensibilización a olivo, con una pápula 
de 7,1 ± 2,2 mm, 34 a arizónica (58,6%), con pápula de 6,1 ± 1,8 mm. Además, 
de entre nuestros pacientes, 46 (el 79,3%) tenían sensibilización a otros 
pólenes distintos de los ya mencionados, que se resume en 31 sensibilizados a 
chenopodium, 19 a abedul, 16 a parietaria, 12 a artemisia y 11 a salsola. 
Atendiendo al resultado de las pruebas cutáneas, 31 pacientes (53,4%) 
mostraban sensibilización a epitelios de animales (24 de ellos a perro y 13 a 
gato, con pápulas de 5,2 ± 1,8 y de 6,8 ± 2,8 mm, respectivamente), 15 (25,9%) 
a ácaros del polvo (pápula de 7,1 ± 3,1 mm) y 6 (10,3%) a hongos de la 
humedad (alternaria, pápula de 6,7 ± 2,2).  
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Tabla 2. Resultados de las pruebas cutáneas 
 
Nº Art Bet Cup Sal Par Pla Che Man Mel Ole Alt Der Gat Per 
3 5 4 7 4 3 15 9 0 0 14 0 0 13 8 
4 0 0 7 4 3 5 6 0 0 7 0 7 0 5 
5 5 5 0 5 0 10 8 0 3 8 0 0 0 6 
6 0 0 3 0 0 0 0 0 0 10 9 0 0 0 
7 0 0 6 0 0 10 0 0 0 9 9 0 0 3 
8 0 4 4 0 0 8 6 0 0 0 3 0 0 6 
9 0 9 6 0 5 6 3 0 0 6 0 7 0 5 
10 0 0 5 0 5 6 3 0 0 10 0 0 5 0 
11 4 4 0 0 3 7 4 0 0 0 0 0 0 6 
12 6 6 9 3 0 11 8 0 0 8 0 15 0 6 
13 0 4 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 8 0 
14 0 0 0 0 3 7 5 0 0 8 0 0 0 0 
15 0 0 10 0 3 7 3 0 0 5 0 0 5 3 
16 0 0 0 0 0 6 0 0 0 7 0 0 0 5 
17 0 0 9 0 7 6 3 0 0 0 0 0 0 4 
18 0 0 6 0 7 7 7 0 0 8 0 0 0 0 
19 5 4 4 0 0 11 4 0 0 10 7 0 0 0 
20 5 3 4 7 6 9 6 5 5 6 6 7 9 9 
21 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4 
22 0 10 5 0 0 7 6 0 0 8 0 12 0 8 
23 0 0 7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 6 0 
24 0 0 7 0 3 3 4 0 0 4 0 4 0 0 
25 11 6 8 5 6 21 10 0 0 8 0 0 0 0 
26 0 0 4 0 0 5 4 0 0 0 0 0 0 3 
27 0 0 7 0 0 5 5 0 0 0 0 10 0 0 
28 0 0 5 0 4 4 0 0 0 9 0 0 7 0 
29 0 0 0 0 8 6 9 0 0 0 0 0 0 0 
30 6 0 0 0 0 5 6 0 0 0 0 4 0 6 
31 0 5 0 0 9 7 5 0 0 5 6 5 0 9 
32 0 0 0 9 0 6 8 0 0 10 0 0 0 0 
33 0 0 0 0 0 4 0 0 0 0 0 7 6 4 
34 0 0 6 10 0 9 7 0 0 0 0 0 0 0 
35 0 0 0 0 0 6 0 0 0 0 0 0 0 0 
36 0 0 5 0 3 6 0 0 0 4 0 0 5 0 
37 0 0 0 0 0 5 4 0 0 7 0 0 0 4 
38 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
39 0 4 0 0 0 10 7 0 0 8 0 0 0 0 
40 0 0 7 0 0 5 0 0 0 0 0 0 0 0 
41 0 5 5 5 0 11 9 0 0 5 0 0 0 0 
42 0 0 5 0 0 6 4 0 0 6 0 7 5 0 
43 0 6 7 0 0 13 5 0 0 4 0 5 0 0 
44 0 0 0 0 0 4 4 0 0 9 0 0 0 0 
45 5 0 6 0 0 9 0 0 4 0 0 0 0 0 
46 0 4 0 0 0 5 4 0 0 0 0 0 0 0 
47 0 0 9 0 4 6 6 0 0 8 0 0 0 4 
48 5 6 6 5 0 10 4 0 0 6 0 0 11 6 
49 0 0 0 0 0 5 6 0 0 5 0 0 4 3 
50 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4 0 
51 0 0 7 0 0 5 6 0 0 7 0 4 0 5 
52 0 4 0 5 0 7 4 0 0 3 0 0 0 0 
53 0 0 0 0 0 5 0 0 0 7 0 5 0 0 
54 0 0 0 0 0 0 0 0 0 8 0 0 0 0 
55 0 0 0 0 0 4 0 0 6 0 0 0 0 4 
56 0 0 6 0 0 6 4 0 0 0 0 8 0 0 
57 5 0 8 0 0 9 0 0 0 9 0 0 0 0 
58 0 7 3 0 0 6 6 6 5 6 0 0 0 0 
59 0 0 0 0 0 8 6 0 0 5 0 0 0 0 
60 0 0 0 0 4 7 3 0 0 4 0 0 0 0 
Nº, número de paciente; Art, Artemisia vulgaris; Bet, Betula verrucosa; Cup, Cupressus 
arizónica; Sal, Salsola kali; Par, Parietaria judaica; Pla, Plantago lanceolata; Che, 
Chenopodium alba; Mal, Malus domestica; Mel, Prunus persica; Ole, Olea europaea; Alt, 
Alternaria alternata; Der, Dermatophagoides mezcla; Gat, Felis domesticus; Per, Canis 
familiaris.  
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Se determinó la cifra de IgE específica a componentes de pólenes por método 
ADVIA en todos los pacientes (Tabla 3). El 44,8% (n=26) fueron positivos a Ole 
e1, con una media de 4,5 kU/L (Q1-Q3 1,1-10,4), mientras que sólo uno de 
ellos mostró una discreta sensibilización a alérgeno minoritario de olivo Ole e 9.  
El 36,2% (n=21) de los pacientes estaban sensibilizados a Cup s 1, con una 
media de 4,1 kU/L (Q1-Q3 1,2-6-8). En cuanto a otros componentes de 
pólenes, 6 pacientes estaban sensibilizados al alérgeno principal de Plantago 
Pla l 1, uno de los cuales mostró niveles altos de IgE; 3 lo estaban al alérgeno 
principal de Salsola, Sal k 1; 2 pacientes fueron positivos al alérgeno principal 
de artemisia Art v 1; y otros 2 al de abedul Bet v 1 (uno de los cuales mostraba 
un título muy elevado y se trataba de un paciente de origen alemán). Ninguno 
de los pacientes mostró sensibilización al alérgeno de Parietaria, Par j 2, ni al 
componente de chenopodiáceas Che a 3.   
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Tabla 3. Resultados de IgE específica sérica en kU/L, determinados por ADVIA 
Nº Artv1 Betv1 Cups1 Olee9 Olee1 Parj2 Plal1 Chea3 Prup3 Salk1 
3 0,02 0,00 6,77 0,01 3,62 0,00 0,02 0,01 0,00 0,01 
4 0,08 0,01 0,00 0,05 96,25 0,00 0,01 0,03 0,01 0,05 
5 0,07 0,00 0,00 0,00 2,54 0,01 0,04 0,02 0,02 0,00 
6 0,02 0,02 0,01 0,01 10,75 0,01 0,04 0,00 0,00 0,00 
7 0,08 0,00 1,25 0,00 1,41 0,00 2,34 0,01 0,00 0,00 
8 0,10 0,01 0,60 0,01 0,09 0,00 0,03 0,00 0,01 0,06 
9 0,06 0,27 1,22 0,07 140,01 0,04 0,05 0,00 0,00 0,02 
10 0,04 0,00 0,04 0,04 4,59 0,00 0,03 0,02 0,00 0,04 
11 0,05 0,04 0,03 0,01 0,03 0,00 0,03 0,04 0,02 0,05 
12 0,07 0,01 26,31 0,01 0,02 0,01 6,72 0,02 0,03 0,04 
13 0,10 0,21 1,22 0,02 0,05 0,00 0,07 0,00 0,02 0,00 
14 0,02 0,00 0,01 0,00 0,46 0,00 0,02 0,02 0,01 0,00 
15 0,01 0,00 5,34 0,03 19,10 0,02 0,03 0,01 0,00 0,01 
16 0,13 0,00 0,00 0,00 0,03 0,01 0,01 0,02 0,01 0,01 
17 0,02 0,00 5,68 0,01 0,00 0,00 0,01 0,01 0,00 0,00 
18 0,03 0,02 2,34 0,06 64,17 0,03 0,02 0,01 0,01 0,05 
19 0,01 0,01 0,07 0,03 1,20 0,06 0,05 0,06 0,00 0,08 
20 0,07 0,00 0,00 0,05 0,03 0,00 0,09 0,07 0,21 0,03 
21 0,01 0,00 0,00 0,01 0,00 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00 
22 0,10 151,56 0,09 0,07 31,92 0,01 0,04 0,01 0,02 0,00 
23 0,00 0,00 1,46 0,02 0,00 0,00 0,02 0,01 0,01 0,01 
24 0,08 0,03 17,72 0,01 0,53 0,00 0,02 0,02 0,00 0,77 
25 3,13 0,00 5,59 0,03 9,34 0,05 0,01 0,01 0,00 0,02 
26 0,05 0,00 0,15 0,00 0,01 0,00 0,01 0,01 0,00 0,00 
27 0,03 0,01 4,15 0,00 0,01 0,01 0,02 0,01 0,00 0,03 
28 0,06 0,00 0,32 0,00 0,85 0,02 0,03 0,00 0,01 0,01 
29 0,08 0,03 0,02 0,02 0,00 0,00 0,03 0,04 0,03 0,01 
30 0,06 0,03 0,00 0,00 0,00 0,00 0,05 0,00 0,00 0,02 
31 0,02 0,03 0,00 0,00 0,01 0,00 0,03 0,01 0,02 0,00 
32 0,00 0,01 0,07 0,01 2,81 0,00 0,00 0,00 0,00 12,15 
33 0,03 0,03 0,01 0,00 0,00 0,00 0,01 0,04 0,00 0,03 
34 0,01 0,01 6,38 0,00 0,00 0,00 0,97 0,03 0,00 8,89 
35 0,07 0,00 0,03 0,02 0,14 0,01 0,04 0,00 0,01 0,03 
36 0,05 0,02 0,37 0,69 0,12 0,00 0,02 0,03 0,00 0,01 
37 0,02 0,00 0,04 0,00 13,45 0,00 0,11 0,01 0,00 0,00 
38 2,73 0,03 0,19 0,00 0,10 0,00 0,02 0,00 0,83 0,05 
39 0,02 0,02 0,00 0,01 1,62 0,00 0,01 0,01 0,00 0,01 
40 0,02 0,02 2,90 0,00 0,05 0,00 0,02 0,00 0,00 0,00 
41 0,04 0,00 0,72 0,00 0,05 0,00 5,08 0,00 0,00 0,02 
42 0,04 0,00 0,16 0,01 0,04 0,00 0,02 0,03 0,00 0,02 
43 0,07 0,60 0,97 0,00 0,00 0,00 51,51 0,00 0,01 0,00 
44 0,07 0,02 0,08 0,00 4,42 0,03 0,01 0,01 0,00 0,07 
45 0,00 0,00 0,11 0,01 0,01 0,00 0,02 0,00 0,00 0,00 
46 0,03 0,01 0,04 0,01 0,01 0,01 0,02 0,01 0,01 0,02 
47 0,01 0,02 8,25 0,00 6,64 0,00 0,05 0,02 0,00 0,01 
48 0,06 0,02 0,24 0,01 0,00 0,02 0,07 0,01 0,00 0,02 
49 0,06 0,00 0,03 0,04 0,00 0,00 0,01 0,01 0,01 0,00 
50 0,05 0,07 0,07 0,00 0,00 0,00 0,02 0,02 0,01 0,01 
51 0,00 0,01 2,48 0,00 0,39 0,03 0,02 0,01 0,00 0,02 
52 0,00 0,00 0,06 0,01 0,00 0,00 0,03 0,00 0,00 0,02 
53 0,02 0,00 0,05 0,01 1,07 0,04 0,04 0,04 0,02 0,03 
54 0,03 0,00 0,00 0,01 10,06 0,03 0,01 0,00 0,00 0,01 
55 0,02 0,02 0,00 0,02 0,00 0,00 0,04 0,00 0,11 0,02 
56 0,05 0,00 36,93 0,03 0,00 0,00 0,04 0,01 0,01 0,04 
57 0,04 0,01 8,74 0,03 6,30 0,01 0,01 0,00 0,02 0,05 
58 0,03 0,02 0,00 0,05 5,65 0,02 0,02 0,00 0,16 0,01 
59 0,04 0,01 0,01 0,03 0,49 0,01 0,58 0,00 0,01 0,02 
60 0,07 0,00 0,02 0,04 0,00 0,00 0,03 0,02 0,00 0,03 
Nº, número de paciente; Art v 1, alérgeno principal de artemisia; Bet v 1, alérgeno principal de abedul; 
Cup s 1; alérgeno principal de ciprés; Ole e 9, glucanasa de olivo; Ole e 1, alérgeno principal de olivo; Par 
j 2, alérgeno principal de parietaria; Pla l 1, alérgeno principal de plantago; Che a 3, alérgeno principal de 
chenopodium; Pru p 3, LTP de melocotón; Sal k 1, alérgeno principal de salsola. 
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En lo que respecta a los alérgenos principales de Phleum, Phl p 1 y Phl p 5, así 
como a profilina de palmera Pho d 2, se determinó por ADVIA los niveles tanto 
de sIgE como de sIgG4 en todos los pacientes al inicio del estudio (Tabla 4). 
De los 58 pacientes, 55 mostraron IgE positiva a Phl p 1 (94,8%), con una 
media de 9,2 kU/L, (Q1-Q3 4,8-20-6) mientras que 32 fueron positivos a IgE a 
Phl p5 (55,1%), con una media de 8,8 kU/L (Q1-Q3 3,6-19,3). Sólo 13 
pacientes (22,4%) mostraron IgE a la profilina de palmera, con una media de 
2,5 kU/L (Q1-Q3 1,0-5,0), de los cuales 11 referían síntomas en relación con la 
ingestión de frutas, sobre todo melón, y ninguno de ellos abandonó el estudio 
por efectos adversos relacionados con el tratamiento.  
De entre los pacientes, 2 mostraron sensibilización a Phl p 5 en ausencia de 
IgE a Phl p1. Del mismo modo, un paciente fue negativo a todos los 
componentes de Phleum testados, a pesar de tener una IgE a Phleum total de 
4 KU/L, por lo que probablemente estaba sensibilizado a otros componentes de 
Phleum. 
En cuanto a la sensibilización IgG4 a componentes de Phleum, 29 pacientes 
(50%) mostraron resultado positivo a Phl p1, con una media de 0,09 kU/L (Q1-
Q3 0,04-0,22). Mientras tanto, en 28 sujetos (48,2%) se detectaba IgG4 a Phl p 
5, con una media de 0,13 kU/L (Q1-Q3 0,08-0,20); y 14 individuos (24,1%) a 
profilina de palmera, con una media de 0,25 kU/L (Q1-Q3 0,14-0,48).  
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Tabla 4. Resultados de ADVIA (kU/L): sIgE y sIgG4 a Phl p 1, Phl p 5 y a profilina (Pho d 2). 
 
 sIgE  sIgG4 
Nº Phl p 1 Phl p 5 Pho d 2  Phl p 1 Phl p 5 Pho d 2 
3 16,29 22,81 30,52  0,13 0,222 0,162 
4 12,77 19,30 0,01  1,256 1,167 0,005 
5 11,31 27,62 7,48  0,144 0,316 0,344 
6 1,68 0,00 0,01  0,003 0,00 0,001 
7 3,18 1,99 0,00  0,010 0,051 0,002 
8 25,42 23,41 0,00  0,102 0,186 0,004 
9 20,14 0,05 0,00  0,008 0,00 0,000 
10 12,52 0,03 0,00  0,034 0,00 0,000 
11 10,68 18,69 1,23  0,148 0,079 0,554 
12 18,94 0,33 36,66  0,146 0,131 0,574 
13 0,08 52,77 0,02  0,014 0,125 0,000 
14 8,89 6,52 0,95  0,058 0,050 0,556 
15 32,30 0,21 0,00  0,085 0,00 0,031 
16 7,67 8,27 0,00  0,013 0,019 0,016 
17 29,88 15,43 0,03  0,118 0,202 0,000 
18 34,46 0,09 0,01  0,119 0,00 0,000 
19 10,42 0,02 4,46  0,000 0,008 0,266 
20 4,64 0,02 0,00  0,004 0,00 0,014 
21 9,85 5,81 0,01  0,057 0,222 0,000 
22 0,36 0,02 0,00  0,001 0,000 0,023 
23 0,71 1,95 0,00  0,000 0,000 0,000 
24 34,02 0,90 0,07  0,035 0,000 0,000 
25 35,69 0,04 5,23  0,218 0,040 0,291 
26 0,09 6,89 0,00  0,000 0,165 0,000 
27 15,38 8,61 0,00  0,027 0,050 0,000 
28 6,87 0,01 0,00  0,094 0,000 0,000 
29 32,69 0,02 0,00  0,000 0,000 0,000 
30 29,37 38,14 0,00  0,000 0,008 0,000 
31 51,46 34,93 0,40  0,343 0,377 0,051 
32 9,93 1,48 0,02  0,000 0,000 0,000 
33 19,86 13,07 0,01  0,000 0,000 0,000 
34 10,99 1,85 0,01  0,000 0,000 0,000 
35 8,88 9,63 0,01  0,268 0,221 0,402 
36 5,85 0,06 0,00  0,000 0,000 0,000 
37 0,04 0,02 0,00  0,000 0,000 0,000 
38 15,29 0,07 0,01  0,016 0,000 0,000 
39 16,68 2,23 0,87  0,032 0,154 0,402 
40 4,02 0,01 0,00  0,000 0,000 0,000 
41 12,67 0,08 4,32  0,018 0,000 0,069 
42 14,70 24,53 0,00  0,103 0,128 0,006 
43 1,37 3,63 0,01  0,000 0,000 0,006 
44 3,75 2,95 0,00  0,037 0,017 0,006 
45 50,70 0,01 0,00  0,187 0,000 0,007 
46 1,72 0,01 0,03  0,000 0,006 0,022 
47 21,14 8,28 0,00  0,047 0,118 0,007 
48 13,17 5,63 6,41  0,262 0,163 0,132 
49 6,12 0,04 0,04  0,000 0,000 0,006 
50 22,97 0,28 0,00  0,000 0,000 0,007 
51 2,44 6,83 0,08  0,016 0,109 0,019 
52 30,80 0,07 2,23  0,239 0,078 0,125 
53 4,26 0,01 0,02  0,000 0,000 0,016 
54 2,31 0,02 0,01  0,000 0,000 0,000 
55 2,14 0,03 0,00  0,000 0,000 0,000 
56 94,46 90,88 0,05  0,338 0,712 0,000 
57 15,16 17,06 0,00  0,023 0,150 0,000 
58 5,03 0,06 0,00  0,026 0,005 0,002 
59 5,61 12,42 4,44  0,027 0,130 0,511 
60 81,50 106,41 0,03  0,241 0,206 0,017 
 
Nº, número de paciente; Phl p 1, alérgeno 1 de Phleum; Phl p 5, alérgeno 5 de Phleum; Pho d 
2, profilina de palmera (Phoenix datylifera) 
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De los 58 pacientes que comenzaron el estudio, completaron los 2 primeros 
años 38 de ellos y finalizaron los 5 años 30 pacientes. La Tabla 5 resume los 
motivos de abandono y la última visita que completaron los 28 pacientes que 
no lo finalizaron. En concreto: en 12 pacientes el motivo de abandono fue la 
pérdida de seguimiento; en 5 el cambio de residencia; en 4 por efectos 
adversos en posible relación con la medicación del estudio; en 2 casos por 
efectos adversos no relacionados con la medicación, uno de ellos fue 
considerado un efecto adverso grave (tromboembolismo pulmonar por trastorno 
hereditario de coagulación, no diagnosticado previamente), y el otro no grave 
(dismenorrea); y en 5 sujetos por otras causas (3 no quisieron continuar por 
motivos personales y en 2 individuos el investigador decidió que no debían 
seguir por inclumplir el tratamiento).  
El detalle del número de pacientes que seguían en el estudio por visita se 
muestra en la Figura 3, a la vez que el diagrama de flujo de la Figura 4 resume 
el número y las causas de abandono de los pacientes a lo largo del estudio.  
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Tabla 5. Motivos de abandono y visita en la que tuvo lugar.  
 
Nº Visita* Motivo de abandono 
03   5 Perdida de seguimiento 
06 11 Cambio de residencia 
09   5 Incumplidor 
10   7 Incumplidor 
12   9 Pérdida de seguimiento 
17   8 Pérdida de seguimiento 
18 12 Cambio de residencia 
24 12 Cambio de residencia 
26   3 Efectos adversos (astenia) 
27   3 Efectos adversos (edema sublingual) 
29   3 Pérdida de seguimiento 
30   7 Pérdida de seguimiento 
34   4 Pérdida de seguimiento 
36 14 Cambio de residencia 
37   5 Pérdida de seguimiento 
38   7 Efectos adversos (pirosis, dolor abdominal y 
sensación de cuerpo extraño en esófago) 
40   3 Pérdida de seguimiento 
43   3 No quiere seguir por sangrado menstrual 
44   3 Pérdida de seguimiento 
45   5 No quiere continuar 
46 14 Cambio de residencia 
47   8 Pérdida de seguimiento 
49   7 Decisión investigador (alteración de coagulación) 
50   4 Pérdida de seguimiento 
53   3 Efectos adversos (pirosis y epigastralgia) 
56 10 No quiere seguir  
58   3 Pérdida de seguimiento 
60 10 No quiere seguimiento 
 
*Última visita realizada por el paciente. 
Nº, número de paciente. 
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Figura 3. Número de pacientes que siguen en estudio por visita 
 
 
 
 
Figura 4. Resumen de las causas de abandono durante el estudio 
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2  Cambios inmunológicos en respuesta a la 
SLIT de gramíneas 
A continuación se resumen los principales cambios inmunológicos detectados 
en respuesta al tratamiento con SLIT de gramíneas.  
 
2.1 Respuesta inmune humoral alérgeno-específica 
Para evaluar la respuesta inmune humoral al tratamiento, se midieron  los 
niveles de Ig alérgeno-específicas (sIgE, sIgG4, sIgG1), mediante la 
cuantificación de la reactividad sérica individual de los pacientes a los 
alérgenos principales de Phleum (Phl p 1 y Phl p 5), a lo largo del periodo de 
tratamiento y seguimiento (163,164).  
En el 92.5% de los pacientes se observó un aumento en la sIgE (frente a Phl p 
1 + Phl p 5) al mes de iniciar el tratamiento, de hasta 30 veces respecto a la 
cifra basal, seguido de una reducción progresiva y supresión del aumento 
estacional en la IgE sérica (Figura 5). En el 70% de los pacientes se detectó 
una reducción en la sIgE (frente a Phl p 1 + Phl p 5) superior al 25% en el mes 
4, al compararlo con el mes 1 tras el inicio del tratamiento. Al primer año, el 
85% de los pacientes mostró una reducción en los niveles de sIgE frente a 
Phleum de al menos el 50%, al compararlo con el mes 1, mientras que en el 
5% no varió y en el restante 10% se observó un aumento sustancial de la sIgE 
a lo largo del tratamiento (Figura 6). 
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Figura 5. Cifras de sIgE frente a Phleum (Phl p 1 + Phl p 5) durante los 2 años de tratamiento 
con SLIT (n=40). Los niveles se expresan como el nº de veces que cambian con respecto a los 
basales. Las barras muestran la media ± 95% del intervalo de confianza. GPSI, primera 
estación polínica; GPSII, segunda estación polínica. ** p < 0.01, *** p < 0.001  
 
 
 
 
Figura 6. Porcentaje de pacientes que mostraron cambios significativos en las cifras de sIgE 
(frente a Phl p 1 + Phl p 5) a lo largo de los 2 años de tratamiento 
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La reducción en la producción de sIgE se mantuvo a lo largo de de los 3 años 
de tratamiento y durante los 2 años de seguimiento posterior (Figura 7), aunque 
se observó variabilidad individual.La supresión del pico fisiologico estacional de 
sIgE observada en los 2 primeros años, se mantuvo en la GPSIII. A final del 
tratamiento (GPSIII), el 46 % de los pacientes mostraban niveles de sIgE 
similares o menores a los valoreas basales (T0), proporción que alcanzó el 
76% en la GPSIV, que fue el momento con menores cifras de sIgE. A partir de 
este momento, el 33% de los pacientes mostraron un aumento en la sIgE y al 
final del ensayo se observó una elevación de los valores de sIgE de entre 2 y 5 
veces al compararlos con los basales. En el resto de los pacientes (67%) la 
sIgE permaneció por debajo de los valores constatados antes y durante el 
tratameinto con SLIT (Figura 7, línea de puntos). 
 
 
Figura 7. Modulación de la respuesta sIgE (frente a Phl p 1 + Phl p 5) a lo largo de los 5 años 
del estudio. Los niveles de sIgE se expresan como el nº de veces que cambian con respecto a 
los basales, mientras que la línea de puntos indica el porcentaje de la población que muestra 
niveles de sIgE menores que en T0. Las barras muestran la media ± 95% del intervalo de 
confianza. GPSIII, tercera estación polínica; GPSIV, cuarta estación polínica; GPSV, quinta 
estación polínica. *** p < 0.001, ns no significativa. 
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También se cuantificó la cifra de IgG4 alérgeno-específica (frente a Phl p 1 + 
Phl p 5) en el suero de los pacientes a lo largo del tratamiento, en la Figura 8 
se muestra el cambio en el nivel de sIgG4 con respecto al basal. Se detectó un 
aumento en la sIgG4 a Phleum en el 87% de los pacientes. Los cambios en la 
sIgG4 sérica dependieron del tiempo en la muestra estudiada, de tal forma que 
fue suficiente un mes de tratamiento para detectar un aumento (≥ 1.5 veces el 
nivel basal) en sIgG4 en el 58% de los pacientes, proporción que alcanzó el 
75% en el mes 4 y el 87% en el mes 24. En el restante 13% de los pacientes, 
no se objetivó cambios en la sIgG4 durante los 2 primeros años de tratamiento 
(Figura 9).  
 
 
 
Figura 8. Cifras de sIgG4 frente a Phleum (Phl p 1 + Phl p 5) durante los 2 años de tratamiento 
con SLIT (n=40). Los niveles se expresan como el nº de veces que cambian con respecto a los 
basales. Las barras muestran la media ± 95% del intervalo de confianza. GPSI, primera 
estación polínica; GPSII, segunda estación polínica. * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001 
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Figura 9. Porcentaje de pacientes que mostraron un aumento significativo en las cifras de 
sIgG4 (frente a Phl p 1 + Phl p 5) a lo largo de los 2 años de tratamiento. 
 
 
Los niveles de sIgG4 fueron disminuyendo a partir del segundo año y hasta 
finalizar el seguimiento (Figura 10), pero permanecieron por encima que antes 
de recibir SLIT en el 60% de los pacientes (Figura 10, línea de puntos). 
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Figura 10. Modulación de la respuesta sIgG4 (frente a Phl p 1 + Phl p 5) a lo largo de los 5 
años del estudio. Los niveles de sIgG4 se expresan como el nº de veces que cambian con 
respecto a los basales, mientras que la línea de puntos indica el porcentaje de la población que 
muestra niveles de sIgG4 menores que en T0. Las barras muestran la media ± 95% del 
intervalo de confianza. GPSIII, tercera estación polínica; GPSIV, cuarta estación polínica; 
GPSV, quinta estación polínica. ** p < 0.01, ns no significativa. 
 
 
Del mismo modo, se cuantificó la cifra de IgG1 alérgeno-específica (frente a Phl 
p 1 + Phl p 5) en el suero de los pacientes. La sIgG1 fue detectable a nivel 
basal tan solo en el 60% de los pacientes. Únicamente quienes presentaban 
valores basales debectables mostraron un aumento significativo en el nivel de 
sIgG1, desde la GPSI (la estación polínica del primer año) hasta el final del 
estudio (Figura 11). Al mes 1 de tratamiento, se detectó un aumento (≥ 1.5 
veces el nivel basal) en el 18% de los pacientes, al mes 4 en el 36%, 
alcanzando un máximo del 56% de la población estudiada en los meses 9 a 12, 
que fue cuando los pacientes individuales también mostaron los niveles 
mayores de sIgG1. Durante el segundo año, el 75% de estos pacientes 
mostraron una reducción gradual en las cifras de sIgG1, aunque seguían siendo 
significativamente superiores a las basales (Figura 12). El restante 40% de los 
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pacientes no tenian sIgG1 detectable, ni en el tiempo 0 ni en cualquier otro 
tiempo a lo largo de los 2 años de tratamiento.  
 
 
Figura 11. Cifras de sIgG1 frente a Phleum (Phl p 1 + Phl p 5) durante los 2 años de 
tratamiento con SLIT (n=40). Los niveles se expresan como el nº de veces que cambian con 
respecto a los basales. Las barras muestran la media ± 95% del intervalo de confianza. GPSI, 
primera estación polínica; GPSII, segunda estación polínica. ** p < 0.01, *** p < 0.001 
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Figura 12. Porcentaje de pacientes que mostraron un aumento significativo en las cifras de 
sIgG1 (frente a Phl p 1 + Phl p 5) a lo largo de los 2 años de tratamiento. 
 
La cifra de sIgG1 al final del ensayo clínico seguía por encima del nivel anterior 
a comenzar la IT en el 46% de los pacientes (Figura 13).  
 
 
Figura 13. Modulación de la respuesta sIgG1 (frente a Phl p 1 + Phl p 5) a lo largo de los 5 
años del estudio. Los niveles de sIgG1 se expresan como el nº de veces que cambian con 
respecto a los basales, mientras que la línea de puntos indica el porcentaje de la población que 
muestra niveles de sIgG1 menores que en T0. Las barras muestran la media ± 95% del 
intervalo de confianza. GPSIII, tercera estación polínica; GPSIV, cuarta estación polínica; 
GPSV, quinta estación polínica. ** p < 0.01, *** p < 0.001, ns no significativa. 
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El análisis de los niveles de sIgE y sIgG4 séricas frente a los alérgenos Phl p 1 
+ Phl p 5 de Phleum mostró una correlación significativa entre los aumentos en 
la sIgE al mes 1 y la sIgG4 al mes 4 del tratamiento (Figura 14), pero no con los 
aumentos en la sIgG1 en ningún momento del tratamiento (datos no 
mostrados). No se observó asociación entre los valores basales de la sIgE y los 
cambios en los niveles de sIgG4 o sIgG1 durante el tratamiento (Figura 15).   
 
 
 
Figura 14. Correlación entre el aumento en los niveles de sIgE (Phl p 1 + Phl p 5), desde el 
tiempo basal al mes 1, y el aumento en la sIgG4 (Phl p 1 + Phl p 5) expresado como el nº de 
veces que cambia al mes 4 con respecto al basal. R, coeficiente de correlación de Pearson. 
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Figura 15. Valores basales de sIgE de los pacientes con (círculos abiertos) o sin (cuadrados) 
un aumento en las cifras de sIgG4 (gráfica izquierda) o sIgG1 (gráfica derecha) durante el 
tratamiento. Se utilizó la prueba t de Student no pareada con la corrección de Welch.  
 
El cociente entre sIgE/sIgG4 al final del estudio en el 70% de los pacientes fue 
menor que antes de la SLIT (Figura 16). 
 
 
 
Figura 16. Cociente de sIgE/sIgG4 (frente a Phl p 1 + Phl p 5) respecto a la basal a lo largo de 
los 5 años del estudio. El cociente de sIgE/sIgG4 se expresa como el nº de veces que cambia 
con respecto al basal. Las barras muestran la media ± 95% del intervalo de confianza. GPSIII, 
tercera estación polínica; GPSIV, cuarta estación polínica; GPSV, quinta estación polínica. *** p 
< 0.001, ns no significativa. 
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2.2 Perfil de citocinas de tipo Th2 
Para determinar si la SLIT induce una modulación en la producción de citocinas 
en sangre periférica, se estudió la frecuencia de células productoras de 
citocinas en las subpoblaciones de PBMC. Las PBMC de los pacientes 
mostraron una respuesta bifásica en la frecuencia de células IL-4+, con un 
aumento precoz en el mes 1 en el 90% de los pacientes (Figura 17), seguido 
de una reducción progresiva a partir del mes 4 en el 54% de estos pacientes. 
Durante la GPSI, el 90% de los pacientes mostró una reducción en la 
frecuencia de células IL-4+. Los niveles basales se restablecieron en el 68% al 
primer año, mientras que la frecuencia de céluas IL-4+ se mantuvo superior a la 
basal en el restante 32%. Durante el segundo año de tratamiento, la frecuencia 
de células IL-4+ fue similar o inferior a la basal en el 95% de los pacientes, 
tanto en la estación polínica como fuera de ella. Aunque la contribución precisa 
de cada tipo celular depende del paciente, entre los linfocitos T CD3+ y los NK 
CD56dimCD16+ dan cuenta del 50-60% de las células IL-4+ detectadas 
basalmente (datos no mostrados). 
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Figura 17. Proporción de células IL4+ entre las PBMC de los pacientes (n=40) durante el 
tratamiento con SLIT. Los datos se muestran como la media ± 90% del intervalo de confianza. 
GPSI, primera estación polínica; GPSII, segunda estación polínica. *** p < 0.001.  
 
Al finalizar los 3 años de tratamiento, la proporción de celulas IL-4+  fue menor 
que al inicio del estudio en el 89% de los pacientes, sin observarse incremento 
estacional en la GPSIII. Esta reducción se mantenía en el cuarto y quinto año 
en el 80% los pacientes, lo que indica que la inhibición de la respuesta Th2 se 
mantiene no solo durante el tratamiento sino también en los 2 años posteriores. 
Detectamos un descenso en la proporción de células IL-4+ durante las 
estaciones polinicas tras interrumpir el tratamiento, que fue más pronunciado 
en la GPSIV, aunque no alcanzó significación estadistica al compararlo con las 
visita de finalización del tratamiento (T12) ( Figura 18). 
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Figura 18. Proporción de células IL4+ entre las PBMC de los pacientes al final del estudio 
(n=30).  Los datos se muestran como la media ± 90% del intervalo de confianza. GPSIII, 
tercera estación polínica; GPSIV, cuarta estación polínica; GPSV, quinta estación polínica. ** p 
< 0.01, *** p < 0.001, ns no significativa. 
 
 
La proporción de células linfoides IL-5+ (principalmente linfocitos T CD3+) 
alcanzó un máximo en la GPSI; tres meses después, la frecuencia de células 
IL-5+ se redujo, al compararlo con la GPSI, pero siguió siendo superior a la 
basal (Fig. 10). Durante el segundo año de tratamiento, no se observó aumento 
en la frecuencia de estas células ni durante la GPSII ni fuera de ella, más aún, 
durante este periodo se registró la menor proporción de células IL-5+ (Fig. 10). 
Estos hallazgos sugieren que la SLIT suprime la respuesta de citocinas de tipo 
Th2.  
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Figura 19. Proporción de células IL5+ entre las PBMC de los pacientes (n=40) durante el 
tratamiento con SLIT. Los datos se muestran como la media ± 90% del intervalo de confianza. 
GPSI, primera estación polínica; GPSII, segunda estación polínica. * p < 0.05, *** p < 0.001.  
 
 
Tanto la proporción de células IL-4+ como los niveles de sIgE sérica mostaron 
un incremento inicial transitorio, que se siguió de una reducción progresiva 
durante el tratamiento. La comparación de las cinéticas de respuesta mostró 
una coincidencia temporal para ambos parámetros en la mayoría de los 
pacientes, con inducción al mes y subsecuente regulación a la baja (Figura 20). 
De este modo, en la sangre periférica del 82.6% de los pacientes, se encontró 
un aumento concomitante en la proporción de células IL4+ y en la producción 
de sIgE, tan pronto como al primer mes de iniciar la SLIT, lo que sugiere una 
respuesta aumentada tipo Th2 en las PBMC en el mes 1 del tratamiento. La 
regulación a la baja de esta respuesta fue evidente al mes 4 en el 48% de los 
pacientes, mientras que el 11% no mostró reducción en ninguno de estos dos 
parámetros, lo que totaliza una coincidencia del 59% en la respuesta de los 
pacientes para estos 2 factores tras 4 meses de tratamiento. Tras 2 años de 
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tratamiento, el 84% de los pacientes mostró una reducción persistente en 
ambos parámetros.  
 
Figura 20. Perfil temporal que muestra el porcentaje de pacientes con aumento en los niveles 
de sIgE y en la proporción de células IL4+ desde el basal al pico del primer mes, así como el 
descenso en estos parámetros desde el pico mensual a los meses 4, 12 y 24. Se muestran los 
pacientes con cambios en los niveles de sIgE y células IL4+ (barras negras), o sin cambios 
(barras blancas), así como los pacientes con cambios sólo en la sIgE (barras discontinuas) o 
en sólo en la proporción de células IL4+ (barras grises). 
 
Se utilizó el aumento en el recuento de eosinófilos en sangre periférica durante 
la GPS como indicador de la respuesta alérgica del paciente al polen 
ambiental. En aproximadamente el 80% de los pacientes, el pico significativo 
en el recuento de eosinófilos en la GPSI se redujo 3 meses después. En los 
pacientes restantes, el pico de eosinófilos no se correspondió con el periodo de 
la GPSI o bien no se detectó reducción en los eosinófilos. En el 65% de los 
pacientes, los eosinófilos disminuyeron en la GPSII con respecto a la GPSI 
(Figura 21), lo que sugiere desensibilización al alérgeno en el segundo año de 
tratamiento.  
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Figura 21. Porcentaje de eosinófilos en sangre periférica de los pacientes (n=40, se representa 
la media ± 95% del intervalo de confianza) a lo largo de los 2 años de tratamiento. GPSI, 
primera estación polínica; GPSII, segunda estación polínica. * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 
0.001. 
 
Se detectó una reducción significativa en la eosinofília en la GPSIII al 
compararala con la GPSI, sin aumento estacional, reducción que se mantuvo 
tras finalizar el tratamiento, en las GPSIV y V (Figura 22). 
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Figura 22. Porcentaje de eosinófilos en sangre periférica de los pacientes (n=30, se representa 
la media ± 95% del intervalo de confianza) a lo largo de los 5 años de tratamiento. Los datos se 
muestran como la media ± 90% del intervalo de confianza. GPSIII, tercera estación polínica; 
GPSIV, cuarta estación polínica; GPSV quinta estación polínica. * p < 0.05, *** p < 0.001, ns no 
significativa. 
 
 
2.3 Correlación entre los cambios en la inmunidad 
humoral y celular 
El aumento en la respuesta de tipo Th2, seguido por su reducción progresiva, 
junto con el aumento en los niveles de anticuerpos específicos distintos de la 
sIgE en los pacientes sometidos a tratamiento, nos llevó a considerar un papel 
modulador del complejo sIgE-alérgeno a través de su unión a los linfocitos B. 
Se utilizó el ensayo in vitro de unión al alérgeno facilitada por IgE (IgE-FAB), 
para determinar si el suero de los pacientes inhibía la unión IgE-alergeno a los 
linfocitos B.  
La unión de complejos alérgeno-sIgE disminuyó progresivamente cuando los 
linfocitos B se incubaron con suero de pacientes tratados durante 4 o más 
meses (Figura 23). Por lo tanto, la capacidad del suero de los pacientes para 
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inhibir la unión de IgE a los linfocitos B parece aumentar con el tiempo de 
tratamiento.   
 
Figura 23. Porcentaje de linfocitos B con unión a complejos de sIgE-alérgeno, mostrado como 
la media ± SD a lo largo de los 2 años de tratamiento. La SLIT induce un aumento en el efecto 
bloqueante del suero de los pacientes sobre la unión de los complejos IgE-alérgeno a los 
linfocitos B. * p < 0.05, *** p < 0.001. 
 
Para estudiar la posible asociación entre los niveles de sIgE, la proporción de 
células IL4+ y el bloqueo de la unión sIgE-alergeno a los linfocitos B en el suero 
de los pacientes, se evaluó estas variables usando el coeficiente de correlación 
de Pearson. La comparación del nº de veces que cambia respecto a la basal la 
inhibición de la unión sIgE-alérgeno a los linfocitos B se correlacionó 
significativamente con el descenso en los niveles de sIgE (Figura 24) y en la 
proporción de células IL-4+ (Figura 25), desde el pico al mes 1 hasta los 4 
meses de tratamiento.  
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Figura 24. La reducción en los niveles de sIgE desde el mes 1 al mes 4 de tratamiento, se 
asoció significativamente con el aumento a los 4 meses de la inhibición de la unión de los 
complejos sIgE-alérgeno a los linfocitos B. Ambos valores se expresan como el número de 
veces que cambian respecto a los valores iniciales. FAB, unión al alérgeno facilitada por IgE; R, 
coeficiente de correlación de Pearson.    
 
 
Figura 25. La reducción en la proporción de células IL4+ desde el mes 1 al mes 4 de 
tratamiento, se asoció significativamente con el aumento a los 4 meses de la inhibición de la 
unión de los complejos sIgE-alérgeno a los linfocitos B. Ambos valores se expresan como el 
número de veces que cambian respecto a los valores iniciales. FAB, unión al alérgeno facilitada 
por IgE; R, coeficiente de correlación de Pearson.    
 
El efecto bloqueante podría ser causado por una inmunoglobulina específica 
inducida por el tratamiento distinta de la sIgE; para estudiar estas relaciones, 
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se comparó los cambios en los niveles de sIgG4 e sIgG1, con los niveles de 
sIgE y la proporción de células IL-4+. El aumento en los niveles de sIgG4 desde 
el inicio hasta el mes 4 de tratamiento, se correlacionó con el descenso en la 
sIgE desde el mes 1 hasta todos los tiempos de tratamiento considerados 
(Figura 26). El aumento en los niveles de sIgG4 desde el inicio al mes 1, 
también se correlacionó con el descenso posterior en los niveles de sIgE (datos 
no mostrados); si bien la correlación no alcanzó significación estadística 
durante el segundo año de tratamiento.  
 
Figura 26. El descenso en los niveles de sIgE desde el mes 1 al mes 4 (círculos), al mes 9 
(cuadrados), al mes 12 (triángulos) y al mes 24 (rombos) se correlaciona con el aumento en los 
niveles de sIgG4 al mes 4 respecto al basal.  
 
 
Se encontró una correlación inversa en el suero de los pacientes tratados, 
entre el aumento en los niveles de sIgG4 y el porcentaje de linfocitos B unidos a 
complejos sIgE-alérgeno al mes 4 (datos no mostrados) y 12 de tratamiento 
(Figura 27).  
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Figura 27. El descenso en la unión a los linfocitos B de los complejos sIgE-alérgeno a los 12 
meses de tratamiento, con respecto a la situación basal (círculos) o al mes 1 (cuadrados), se 
correlacionó con el aumento en los niveles de sIgG4 al mes 12 respecto al basal. 
 
La reducción en la proporción de células IL-4+ al mes 4 se restringió a los 
pacientes con aumento en los niveles de sIgG4 en los meses 1 y 4 de 
tratamiento (Figura 28, izquierda). No hubo diferencias significativas en el 
aumento de células IL4+ al mes 1 de tratamiento entre los pacientes que 
mostraron aumento en la sIgG4 al mes 1 y los que no lo hicieron (Figura 28, 
derecha). No se observó asociación entre los cambios en los niveles de sIgG1 y 
sIgE. 
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Figura 28. La reducción en la proporción de las células IL4+ al mes 4 con respecto al mes 1 de 
tratamiento (izquierda), es significativamente superior en los pacientes que muestran un 
aumento en los niveles de IgG4 al mes 1 (+), al compararlo con los pacientes que no muestran 
dicho aumento (-), mientras que no se encuentran diferencias en la proporción de las células 
IL4+ al mes 1 de tratamiento entre ambos grupos de pacientes (derecha).   
 
A los 5 años, en el 83% de los pacientes la unión IgE-alergeno a los linfocitos B 
permanecía por debajo de la observada antes de la SLIT, si bien al final del 
seguimiento de los pacientes hubo cierto aumento respecto a los niveles 
observados al finalizar el tercer año de tratamiento (Figura 29). 
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Figura 29. Porcentaje de linfocitos B con unión a complejos de sIgE-alérgeno. Se representa la 
media ± 95% del intervalo de confianza a lo largo de los 5 años del estudio. La SLIT induce un 
aumento en el efecto bloqueante del suero de los pacientes sobre la unión de los complejos 
IgE-alérgeno a los linfocitos B. *** p < 0.001. 
 
 
 
Se encontró una correlación inversa entre el aumento en la sIgG4 y el cambio 
con respecto al nivel basal en la unión IgE-alérgeno específica a los linfocitos 
B, tanto al finalizar el tercer año de tratamiento, como en los 2 años de 
seguimiento posterior (Figura 30).  
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Figura 30. El descenso en el porcentaje de linfocitos B con unión a complejos de sIgE-alérgeno 
se correlaciona con el aumento en los niveles de sIgG4 con respecto a la situación basal, en los 
meses 36 (Δ), 48 (□) y 60 (●). 
 
 
 
2.4 Correlación entre los cambios serológicos y la 
respuesta clínica 
Por medio de las escalas de mejoría subjetiva de la rinitis respecto a la 
primavera del año anterior, se demostró una correlación positiva entre la 
puntuación de mejoría clínica acumulada en los 2 años de tratamiento y el 
descenso en los niveles de sIgE en todos los tiempos posteriores, al 
compararlos con los niveles de sIgE en el mes 1 (Figura 31).  
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Figura 31. Correlación entre los cambios en los niveles de sIgE con la mejoría clínica en 
pacientes tratados con SLIT en tabletas de gramíneas. La puntuación clínica acumulada al final 
del tratamiento se correlacionó con el descenso en los niveles de sIgE entre el mes 1 y el mes 
4 (círculos), el mes 12 (cuadrados), el mes 21 (triángulos) y el mes 24 (rombos). El coeficiente 
de correlación de Spearman varió entre r = 0.4466 al mes 4 (p = 0.0049), r = 0.3551 al mes 12 
y r = 0.3405 al mes 24 (con valores para 2 colas de p desde 0.029 a 0.039). 
 
Del mismo modo, el aumento en los niveles de sIgG4 desde los basales hasta 
los meses 1 y 4 de tratamiento, se correlacionó de forma significativa con la 
mejoría clínica subjetiva experimentada por los pacientes (Figura 32). También 
se detectó una correlación positiva entre las puntuaciones clínicas acumuladas 
a los 2 años de tratamiento y el aumento en los niveles de sIgG4 al mes 12 
(Spearman r = 0.3022, p = 0.065) o al mes 24 (Spearman r = 0.19, p = 0.22), si 
bien no alcanzó significación estadística.  
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Figura 32. Correlación entre los cambios en los niveles de sIgG4 con la mejoría clínica en 
pacientes tratados con SLIT en tabletas de gramíneas. La puntuación clínica acumulada al final 
del tratamiento se correlacionó con el aumento en los niveles de sIgG4 desde el basal al mes 1 
(círculos, coeficiente de correlación de Spearman r = 0.3684, p = 0.022) y al mes 4 (cuadrados, 
Spearman r = 0.423, p = 0.008). 
 
La evaluación subjetiva por parte de los pacientes de su situación clínica, 
asignando una puntuación mediante una escala tipo Likert en cada estación 
polinica respecto a la anterior, fue utilizada para construir un indice acumulativo 
al finalizar los 3 años de tratamiento y otro índice correspondiente a los 2 años 
de seguimiento, de aquellos pacientes que completaron el estudio (Tabla 6). Se 
analizó la relación entre estos índices y los parámetros inmunológicos por 
medio de la prueba exacta de Fisher. El 40.7% de los pacientes mostraron 
tanto una mejoría clínica mantenida al finalizar el estudio (índice tras 
tratamiento >1 e índice tras seguimiento ≥ 0), así como un descenso mantenido 
de los niveles de sIgE a los 5 años (sIgE al final del estudio inferior a los niveles 
en la estación polínica previa a finalizar el tratamiento). El 30% no mostraron 
ninguna de las anteriores condiciones. El restante 30% mostró sólo una de las 
condiciones detalladas, la mejoría mantenida de los síntomas al final del 
estudio el 26% o el descenso en los niveles de sIgE a los 5 años el 4%. Se 
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demostró una asociación significativa entre la puntuación clínica y los cambios 
en los niveles de sIgE al quinto año (p=0.0192) (Figura 33).  
 
Tabla 6. Relación entre la mejoría clínica y los cambios inmunológicos. 
 
 
Nº 
Año  
IC 3  
 
IC 5 
 
Razón sIgE 5/4 
 
Razón sIgE 5/3 1 2 3 4 5 
04 1 2 2 0 1 5 1 1,13 3,94 
05 1 2 2 0 -1 5 -1 1,29 0,75 
07 1 1 1 2 0 3 2 0,75 0,36 
08 2 2 -1 1 1 3 2 0,18 0,05 
11 2 2 1   1 5  0,87 0,37 
13 2 2 -1 2 -1 3 1 0,79 0,95 
14 2 2 2 -1 1 6 0 1,09 0,56 
15 2 0 1 1 1 3 2 1,66 0,80 
16 2 1 0 -1 1 3 0 0,76 0,56 
19 1 -1 1 0 1 1 1 3,99 1,48 
20 2 2 1 2 -1 5 1 1,14 0,32 
21 1 1 1 -1 1 3 0 1,02 1,71 
22 1 -1 0 1 0 0 1 1,51 1,73 
23 0 1 2 0 0 3 0 0,83 0,60 
25 2 1 1 1 1 4 2 1,02 0,34 
28 1 1 2 -1 -1 4 -2 1,29 0,52 
31 1 1 1 0 -1 3 -1 1,03 1,03 
32 2 2 -1 2 -1 3 1 1,84 0,67 
33 1 2 1 1 1 4 2 1,80 0,78 
35 2 1 0 2 1 3 3 1,49 1,11 
39 2 1 2 1 -1 5 0 0,96 0,61 
41 1 1 2 0 -1 4 -1 0,83 1,57 
42 1 2   -2 -1   -3 1,56 2,94 
48 1 1 0 0 -1 2 -1 1,34 0,73 
51 1 1 0 -1 -1 2 -2 1,47 0,78 
52 2 1 0 2 0 3 2 1,09 0,39 
54 1 1 0 1 1 2 2 2,24 0,83 
55 1 1 1 1 1 3 2 1,00 0,99 
57 1 2 2 -1 0 5 -1 1,16 0,79 
59 1 1   0 2   2 0,64 0,18 
 
Nº, número de paciente; IC 3, índice clínico al tercer año; IC 5, índice clínico al quinto año; 
Razón sIgE 5/4, cociente entre la sIgE al quinto y cuarto año; Razón sIgE 5/3, cociente entre la 
sIgE al quinto y tercer año. 
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Figura 33. Porcentaje de pacientes que muestran: i) simultáneamente un descenso mantenido 
en la sIgE al final del estudio y mejoría en el índice clínico (barras negras), ii) ninguno de las 
dos (barras blancas), ó iii) únicamente una de las condiciones (descenso en la sIgE, barras 
grises; o aumento en Treg, barras discontinuas). Se aplicó el test de Fisher.  
 
2.5 Aumento en la proporción de células productoras 
de IFN-γ  
Con el fin de determinar si la reducción en la respuesta tipo Th2 se acompaña 
de un cambio a respuesta tipo Th1 durante el tratamiento, se estudió los 
cambios en la proporción de células productoras de IFN-γ. Dicha proporción de 
células IFN-γ+ aumentó en PBMC en el 65% de los pacientes, alcanzando un 
pico al mes 12 (es decir, 3 meses después de la GPSI), que persiste durante el 
segundo año de tratamiento (Figura 34).   
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Figura 34. Proporción de células IFN-γ+ a lo largo del tratamiento. Los datos se expresan 
como el nº de veces que cambian con respecto a los basales. Las barras muestran la media ± 
95% del intervalo de confianza. GPSI, primera estación polínica; GPSII, segunda estación 
polínica. ** p < 0.01 
 
 
En el 50% de los pacientes, el aumento en la proporción de células IFN-γ+ ya 
era significativo al mes 4, mientras que aproximadamente el 15% de los 
pacientes tardó 12 meses en mostrar una aumento significativo, que persistió a 
partir de entonces. Algunos pacientes (35%) no mostaron un aumento 
persistente en esta proporción de células (Figura 35). 
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Figura 35. Porcentaje de pacientes que mostraron un aumento significativo en la proporción de 
células IFN-γ+ a lo largo de los 2 años de tratamiento.   
 
El análisis de la citometría de flujo indicó que aproximadamente el 60% de las 
células IFN-γ+ son linfocitos NK CD56+CD3- de ambos subtipos (CD16+, del 
26% al 30%; CD16-, el 70%), el 26% de los cuales son CD8+. La células 
doblemente positivas a CD11c/CD11b también contribuyeron a 
aproximadamente el 20% del pool de células IFN-γ+. Tan solo alrededor del 
10% de las células IFN-γ+ son detectadas como linfocitos T CD3+CD4+ o 
CD3+CD8+ (Figura 36).  
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Figura 36. Resultados representativos de las citometrías de flujo y caracterización fenotípica 
de los tipos celulares de los pacientes tratados con SLIT. Los números dentro de las gráficas 
se refieren a los porcentajes de células en el área correspondiente.  
 
 
La contribución precisa de cada tipo celular al pool de células IFN-γ+ es 
específica del paciente. El aumento en la proporción de las células productoras 
de IFN-γ durante el tratamiento correspondió a células no CD4+. En cultivo (de 
hasta 5 días), el 85% de las células IFN-γ+ fueron independientes de la 
estimulación con alérgeno, tanto a tiempo 0, como en los meses 9 (GPSI) y 12 
de tratamiento (Figura 37). Nuestros datos indican que el aumento detectado 
en la proporción de células IFN-γ+ no puede ser atribuido a la generación de 
una respuesta de tipo Th1 alérgeno específica.   
 
Resultados 
 124 
 
Figura 37. El aumento en la proporción de células IFN-γ+ es independiente de la estimulación 
con alérgeno in vitro. Se muestran un resultado representativo de la citometría de las PBMC de 
un paciente, con o sin estímulo in vitro con extracto de gramíneas, en situación basal, durante 
la GPSI y al año de tratamiento.  
 
2.6 Proporción de los linfocitos T CD4+ con fenotipo 
regulador 
Puesto que la SLIT suprime las respuestas de tipo Th2 asociadas al polen de 
gramíneas (sIgE, sIgG1, IL-4 e IL-5), en la mayoría de los pacientes al segundo 
año de estudio, nos cuestionamos si el tratamiento induce una respuesta 
regulatoria mediada por linfocitos T. Se utilizó la citometría de flujo para 
fraccionar los linfocitos T CD4+ en base a las cadenas α de los receptores de 
superficie de las IL-7 e IL-2, así como de la expresión de CD45RA (Figura 38).  
Para definir mejor los linfocitos de los pacientes con un fenotipo regulador 
(CD4+ CD127- CD25+) (165,166), se utilizó como indicadores el antígeno 4 
asociado a linfocitos T citotóxicos (CTLA-4), el CD278 y la IL-10. En la 
población de linfocitos T memoria/inducidos, la subpoblación celular CD4+ 
CD127- CD45RA- CD25high (linfocitos Treg memoria activados [amTreg]) mostró 
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los niveles mayores de CTLA4 y CD278, así como de producción de IL-10 
(Figura 38).   
 
Figura 38. Fraccionamiento de los linfocitos T CD4+ y caracterización fenotípica de los 
subtipos celulares. 
 
La capacidad para suprimir los linfocitos T convencionales está bien 
establecida para las fracciones CD4+ CD127- CD45RA+ CD25high (fracción I, 
linfocitos T no activados) y CD4+ CD127- CD45RA- CD25high (fracción II, 
linfocitos amTreg). La células de la fracción III tienen niveles intermedios de 
CTLA-4 y CD25 y un patrón CD278+/- IL-10+/-, aunque su capacidad supresora 
está por confirmar. El subtipo de linfocitos T CD4+ CD127+ CD45RA- CD25+ 
(linfocitos T memoria) no cambió sustancialmente a lo largo del tratamiento 
(Figura 39) y los linfocitos T efectores (CD4+ CD127- CD45RA- CD25-) 
aumentaron únicamente durante la GPSI (Figura 40).  
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Figura 39. La proporción de linfocitos T memoria, caracterizados por los marcadores de 
superficie CD4+ CD127+ CD45RA- CD25+, no mostró variación significativa a lo largo de los 2 
años de tratamiento. Las barras muestran la media ± 95% del intervalo de confianza. GPSI, 
primera estación polínica; GPSII, segunda estación polínica. 
 
 
Figura 40. La proporción de linfocitos T efectores, caracterizados por los marcadores de 
superficie CD4+ CD127- CD45RA- CD25-, aumentó únicamente durante la primera estación 
polínica. Las barras muestran la media ± 95% del intervalo de confianza. GPSI, primera 
estación polínica; GPSII, segunda estación polínica. ** p < 0.01. 
   
Por su parte, el tratamiento con SLIT indujo un incremento en el pool de 
linfocitos T reguladores, con fenotipo CD4+ CD127- CD45RA- CD25+ 
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(fracciones II y III). Su proporción aumentó significativamente desde la GPSI 
hasta el final del tratamiento (Figura 41).  
 
 
Figura 41. La proporción de linfocitos T reguladores, caracterizados por los marcadores de 
superficie CD4+ CD127- CD45RA- CD25+, aumentó significativamente desde la primera 
estación polínica hasta el final del seguimiento. Las barras muestran la media ± 95% del 
intervalo de confianza. GPSI, primera estación polínica; GPSII, segunda estación polínica. ** p 
< 0.01; *** p < 0.001. 
 
Se detectó estas células en el 36% de los pacientes al mes 4, cifra que 
aumentó al 44% al mes 12 y persistió durante el resto del tratamiento, mientras 
que el 29% de los pacientes sólo mostró aumento al segundo año y el 21% no 
mostró aumento en este subtipo celular (Figura 42).  
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Figura 42. Porcentaje de pacientes que mostraron un aumento significativo en la proporción de 
linfocitos T reguladores, caracterizados por el fenotipo CD4+ CD127- CD45RA- CD25+, a lo 
largo de los 2 años de tratamiento.  
 
El subtipo celular de linfocitos T reguladores con fenotipo CD4+ CD127- 
CD45RA- CD25high, mostró un aumento significativo en su proporción durante el 
segundo año de tratamiento (Figura 43).  
 
 
Figura 43. La proporción del subtipo de linfocitos T reguladores, caracterizados por los 
marcadores de superficie CD4+ CD127- CD45RA- CD25high, aumentó significativamente durante 
el segundo año de tratamiento. Las barras muestran la media ± 95% del intervalo de confianza. 
GPSI, primera estación polínica; GPSII, segunda estación polínica. *** p < 0.001. 
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El porcentaje de linfocitos T reguladores no activados, CD4+ CD127- CD45RA+ 
CD25+, permaneció inalterado respecto al valor basal al final del tratamiento, 
aunque su proporción se redujo claramente durante la GPSI (Figura 44). 
. 
 
 
Figura 44. La proporción de linfocitos T reguladores no activados, caracterizados por los 
marcadores de superficie CD4+ CD127- CD45RA+ CD25+, disminuyó significativamente durante 
la primera estación polínica. Las barras muestran la media ± 95% del intervalo de confianza. 
GPSI, primera estación polínica; GPSII, segunda estación polínica. *** p < 0.001. 
 
 
De forma adicional las subpoblación celular con fenotipo Treg detectada  en el 
63% de los pacientes al finalizar el segundo año de tratamiento, persitió a lo 
largo del tercer año de terapia, así como en los dos años de seguimiento 
posteriores (Figura 45). 
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Figura 45. La proporción del subtipo de linfocitos T reguladores, caracterizados por los 
marcadores de superficie CD4+ CD127- CD45RA- CD25high, aumentó significativamente durante 
los tres años de tratamiento, persistiendo el amento a lo largo de los 2 años de seguimiento 
posteriores. Las barras muestran la media ± 95% del intervalo de confianza. GPSIII, tercera 
estación polínica; GPSIV, cuarta estación polínica, GPSV, quinta estación polínica. *** p < 
0.001, * p < 0.05. 
 
 
2.7 Relación entre respuesta Th2 y Treg 
La generación de linfocitos T reguladores inducidos (iTreg) es extremadamente 
sensible a las citocinas efectoras, como la IL-4, que bloquea su diferenciación. 
Puesto que la proporción de células IL-4+ inducidas por alérgeno se redujo en 
un 54% de los pacientes al mes 4 de tratamiento, se comprobó si la generación 
de Treg estaba vinculada a este cambio. El descenso en la proporción de 
células IL-4+ al mes 4 con respecto al mes 1, se correlacionó con el aumento 
en el pool de linfocitos T CD4+ CD127- CD45RA- CD25high (Figura 46).  
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Figura 46. Correlación entre la reducción en la proporción de células IL-4+ al mes 4, con 
respecto al mes 1 de tratamiento, y el aumento en el porcentaje de linfocitos Treg con fenotipo 
CD4+ CD127- CD45RA- CD25high al mes 12, con respecto a la situación basal. R, coeficiente de 
correlación de Pearson.  
 
Estos datos sugieren que la proporción de linfocitos T IL4+ debe reducirse para 
poder generar una población de linfocitos Treg. Estos parámetro coinciden en 
un 70-75% de los pacientes, que muestran una reducción en la proporción de 
células IL-4+ entre los meses 1 y 4, junto con un aumento en el porcentaje de 
linfocitos T CD4+ CD127- CD45RA- CD25+ al mes 12 de tratamiento (Figura 
47).  
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Figura 47. Porcentaje de pacientes que muestran: i) simultáneamente un descenso en la 
proporción de células IL4+ al mes 4 y un aumento en los Treg al mes 12 (barras negras), ii) 
ninguno de los dos (barras blancas), ó iii) únicamente una de las condiciones (descenso en 
IL4+, barras grises; o aumento en Treg, barras discontinuas). amTreg, linfocitos Treg memoria 
activados (CD4+ CD127- CD45RA- CD25high); aTreg, linfocitos Treg activados (CD4+ CD45RA-).   
 
Al comparar las variables, encontramos una coincidencia en el 40% de los 
pacientes, entre el aumento mantenido en la subpoblación celular con fenotipo 
Treg y los niveles reducidos de sIgE al finalizar el estudio con respecto a los 
niveles previos a la IT. Por su parte, el 33% de los sujetos no mostraron ni 
aumento en el pool Treg ni reducción de sIgE al finalizar el estudio. Mientras, 
en un 23% de los pacientes con inducción del pool Treg se observó un 
incremento de los valores de sIgE tras el tratamiento. Los pacientes con 
aumento en Treg y reducción en sIgE también mostraron menor eosinofilia 
durante las GPS con respecto al primer año de tratamiento (Figura 48). 
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Figura 48. En la columna de la izquierda se representa el porcentaje de pacientes que 
muestran: i) simultáneamente un descenso en la proporción sIgE al final del estudio y un 
aumento en los Treg (barras negras), ii) ninguno de los dos (barras blancas), ó iii) únicamente 
una de las condiciones (descenso en sIgE, barras grises; o aumento en Treg, barras 
discontinuas). En la columna de la derecha, lo mismo pero relativo al descenso en los 
eosinófilos y el aumento en Treg. Se aplicó el Test de Fischer.   
 
2.8 Resumen de la cinética de los cambios 
inmunológicos a los 2 años de tratamiento 
La cinética de los cambios inmunológicos inducidos tras 2 años de tratamiento 
con los comprimidos liofilizados de gramíneas se resume en la Figura 49. Se 
observa un incremento inicial tanto de los niveles de IgE específica como de 
porcentaje de células productoras de IL4. Este aumento es máximo al mes de 
tratamiento y aprtir del mismo, hay un descenso progresivo, que se asocia con 
un aumento de los niveles de IgG4 específica a partir del cuarto mes de 
tratmiento y con la instauración de una respuesta T reguladora de memoria a 
parir del año. Esta respuesta reguladora es estadísticamente significativa a 
nivel poblacional a partir del segundo año de tratamiento. El recuento 
eosinofílico presenta un acusado perfil estacional, siendo los recuentos 
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estadísticamente menores en el segundo año de tratamiento. Paralelamente se 
observa un descenso en las célas productoras de IL5 en el segundo año de 
tratamiento.Hay un aumento progresivo de celulas productoras de IgG durante 
el primer año de tratamiento, que se mantiene durante el segundo año. La 
produción de IgG esta asociado principalmente a células del sistema inmune 
innato, fundamentalmente, células NK 
 
 
Figura 49. Resumen de la cinética de los cambios inmunológicos a los 2 años 
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2.9 Resumen de la cinética de los cambios 
inmunológicos a los 5 años  
La cinética de los cambios inmunológicos identificados a los 5 años de iniciar el 
estudio, es decir, 3 años de tratamiento con los comprimidos liofilizados de 
gramíneas más 2 años de seguimiento sin IT, indica que el mantenimiento de la 
respuesta reguladora de memoria es clave para el sostenimiento tanto de un 
recuento eosinofilico controlado, como para mantener los niveles de IgE 
específica menores que los basales. Los pacientes que aumentaron sus niveles 
de IgE especifica tras la suspensión del tratamiento, presentaron una mayor 
sintomatología alérgica, indicando una pérdida de efecto terapéutico. 
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A pesar de que la inmunoterapia específica con alérgenos se ha venido 
utilizando durante más de cien años, aspectos fundamentales de sus 
mecanismos permanecen sin esclarecer. La disponibilidad de nuevas vacunas 
avaladas por un desarrollo clínico sistemático y completo es, por lo tanto, una 
ocasión única para inciar estudios prospectivos orientados a descubrir los 
mecanismos implicados y la sucesión temporal de los mismos. En este 
contexto, Grazax® es, hasta la fecha, el único producto disponible que ha 
documentado la eficacia clínica durante tres años de tratamiento y dos años 
después de suspender el mismo (96).  
De este modo, se sabe que unos meses de tratamiento son suficientes para 
obtener un efecto clínico significativo y que su magnitud se establece el primer 
año de tratamiento. Dicho efecto es similar durante los dos años sucesivos de 
tratamiento activo y persiste al menos dos años después de su finalización. 
En el presente estudio exploratorio se han analizado los efectos inmunológicos 
sistémicos inducidos por la administración de Grazax®, explorando la 
respuesta inmune humoral y celular al tratamiento, en muestras de sangre 
periférica. Grazax® es un liofilizado oral de polen de gramineas que se 
disuelve en los segundos posteriores a su administración via sublingual. 
Nuestro objetivo ha sido el determinar la cinética de los cambios inmunológicos 
individuales inducidos a lo largo del periodo de tratamiento de 3 años, 
comprobar si dichos cambios persisten a los 2 años de seguimiento, así como 
determinar biomarcadores precoces potenciales predictores de respuesta 
tardía, que se puedan incorporar tanto en estudios clínicos como en la práctica 
clínica diaria. 
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La capacidad de inclusión de pacientes y de analisis de las muestras de 
sangre, así como el elevado coste asociado a las determinaciones analíticas, 
limitó el estudio a un número máximo de 60 sujetos. La decisión de no incluir 
un grupo placebo se fundamentó en la necesidad de mantener un número  
suficiente de pacientes a la finalización del estudio. De hecho, solamente el 
50% de los pacientes completaron los cinco años de duración el ensayo, lo que 
era de esperar, puesto que la adherencia a la inmunoterapia sublingual, que en 
este caso hay que administrar a diario durante todo el año, se sabe que puede 
ser relativamente baja (167). Haber incluido un grupo placebo, que 
previsiblemente habría supuesto una pérdida adccional de sujetos, no hubiera 
permitido alcanzar los objetivos del estudio.  
 
Cambios inmunoógicos precoces inducidos por la SLIT 
Las modificaciones iniciales inducidas por el tratamiento consistieron en un 
aumento en las respuestas de tipo Th2 asociadas al alérgeno (IL-4, sIgE y 
sIgG4), que estaban claramente definidas al primer mes. En los pacientes 
sensibilizados, se postula que la formación de complejos entre la sIgE, el 
alérgeno y el receptor de baja afinidad para la IgE en la superficie de los 
linfocitos B y las células presentadoras, lleva a la activación de las respuestas 
mediadas por células, a través de la presentación facilitada del antígeno (168). 
La activación de los linfocitos T alérgeno-específicos induciría la expansión de 
la población de linfocitos de tipo Th2, esto haría que más linfocitos B se 
convirtieran en células plasmáticas productoras de sIgE, lo que exacerbaría la 
respuesta inmune asociada con la alergia. Nuestros datos apoyan esta 
hipótesis y proporcionan una explicación para el aumento precoz en los niveles 
Discusión 
 141 
de sIgE, sIgG4 y en la proporción de células IL-4+, que se detecta en los 
pacientes al mes de iniciar el tratamiento. De este modo, hemos observado que 
algunos pacientes llegan a aumentar hasta 30 veces los niveles de sIgE al mes 
de iniciar el tratamiento. Este hecho apoya las recientes observaciones que 
avalan la existencia de celulas de memoria productoras de sIgE (169). 
En los meses sucesivos y tras la exacerbación inical, hay un acusado descenso 
tanto de los niveles de sIgE como del porcentaje de células productoras de IL4. 
El 48% de los pacientes disminuyó los niveles de IL4 al cuarto mes de 
tratamiento respecto al máximo alcanzado al primer mes. Es muy probable que 
el aumento de los niveles de sIgG4 y de la interferencia de la misma en los 
mecanismos de amplificación de la respuesta IgE ligada a CD23, juegue un 
papel clave en esta respuesta. 
Varios estudios muestran un efecto bloqueante de anticuerpos séricos no IgE 
en la unión competitiva de la IgE con el alérgeno (168,170,171,172). En 
concreto, se considera que la sIgG4 es un anticuerpo bloqueante efectivo, 
especulándose que sus características inmunológicas consiguen que esta 
subclase de IgG sea un inhibidor más eficaz de las reacciones mediadas por 
IgE (173,174,175).  
A este respecto, los niveles de sIgG4 no se relacionan directamente con la 
mejoría clinica. Sin embargo, los ensayos funcionales de actividad asociada a 
IgG sérica, como la inhibición de las interacciones alérgeno-IgE y de la IgE-
FAB dependiente de CD23, se correlacionan con el resultado clínico y podrían 
servir como biomarcadores de respuesta (176,177). Nuestros resultados 
sugieren que el descenso de los niveles de sIgE con respecto al máximo al 
mes de tratamiento son indicativos de las respuestas de sIgG4 de los 
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pacientes; y que los aumentos sistémicos en los niveles de sIgG4 en los meses 
1 y 4 se relacionan estrechamente con la regulación a la baja de las respuestas 
alérgicas (sIgE, FAB, IL-4) que se detectan más tarde durante el tratamiento, 
así como con la mejoría clínica subjetiva que experimentan los pacientes. Por 
lo tanto, dichos cambios inmunológicos podrían servir como biomarcadores 
precoces de respuesta inmunológica a la SLIT, cuya bondad habría que 
confirmar en estudios debidamente controlados con un número suficiente de 
pacientes.  
 
Cambios inmunológicos inducidos por la SLIT al primer año de 
tratamiento 
El descenso progresivo de los niveles de IL4 parece estar en la genesis del 
inico de la respuesta reguladora y del efecto sostenido de la inmunoterapia. La 
inhibición de la presentación de antígeno facilitada por IgE podría abolir la 
activación de los linfocitos Th2 específicos de alérgenos y la subsiguiente 
producción de IL-4. En nuestro estudio, la inmunoterapia induce un aumento 
progresivo en la proporción de células productoras de IFN-γ.  
Es interesante apuntar que la IL4 es un importante supresor de la síntesis de 
IFN-γ. Asimismo, es relevante que el aumento de IFN-γ se produce por tipos 
celulares distintos de los linfocitos T, fundamentalmente por células del sistema 
inmune innato (sobre todo NK) y es independiente de la estimulación 
antigénica. Por tanto, es el resultado de un cambio inmunológico causado por 
una regulación a la baja de la IL-4, en lugar de ser derivado de la generación 
de una respuesta genuina Th1 específica de alérgeno (178). Dicho de otra 
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manera, la posible generación de una respuesta Th1 antigeno específica no 
juega un papel relevante en el aumento de la producción de IFN-γ. 
En la mitad de los pacientes se generó al año de tratamiento una población de 
linfocitos T CD4+ que muestran el fenotipo descrito para los linfocitos 
reguladores de memoria activados (165,166). Este aumento presentó una 
correlación muy significativa con el descenso a tiempos cortos de la producción 
de IL4. La generación de iTreg in vitro es muy sensible a las citocinas 
efectoras, tal como la IL-4, que bloquea la diferenciación de estos linfocitos 
iTreg (179,180,181). Nuestro estudio sugiere que la regulación a la baja de la 
IL-4 es el evento clave en la generación de una respuesta reguladora. 
 
Cambios inmunológicos inducidos por la SLIT al segundo año de 
tratamiento 
En el segundo año de tratamiento se producen distintos cambios significativos. 
Como hecho mas relevante, alrededor del 80% de los pacientes desarrollan 
una respuesta reguladora de memoria, cuyo incremento es, por primera vez a 
lo largo del estudio, estadisticamente significativo a nivel poblacional. En 
paralelo a esta respuesta desaparece el pico estacional de sIgE y no se 
producen oscilaciones en la respuesta IL4 durante la estación polínica.  
En el primer año, se observó un descenso de la población productora de IL4 
durante la estación polínica, lo que constituye un posible indicio de un 
reclutamiento de células efectoras periféricas a la via aérea, que 
posteriormente se recuperó. Esta variación desapareció el segundo año, 
estando además los niveles significativamente disminuidos respecto al valor 
inicial. Además, se observó una falta de producción estacional de IL-5 por los 
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linfocitos y la reducción en los recuentos de eosinófilos en relación con la 
primera estación polínica.  
Por su parte, los valores de sIgE siguen disminuyendo, aunque todavía son 
mayores que los basales; y los valores de sIgG4 alcanzan su máximo a nivel 
poblacional. Los estudios previos indican que la inmunoterapia exitosa implica 
una regulación a la baja de la respuesta Th2, la producción de anticuerpos 
bloqueantes y la generación de linfocitos Treg (141).  
Como resumen, hasta el momento en este estudio, hemos demostrado que la 
inmunoterapia con tabletas de gramíneas induce un aumento en las respuestas 
humoral (sIgE y sIgG4) y Th2 durante las primeras 4 semanas de tratamiento. 
La producción aumentada de sIgE al primer mes es indicativa de una respuesta 
de sIgG4 en los pacientes. La producción de anticuerpos bloqueantes y sIgG4 
se correlaciona con un descenso en la síntesis de sIgE y en la  respuesta Th2 
IL-4+. La reducción en la proporción de células productoras de IL-4 se 
correlaciona con el aumento en la proporción de linfocitos T con un fenotipo 
regulador. En el segundo año de tratamiento, la desensibilización al alérgeno 
es evidente, sugiriendo que hemos conseguido generar un estado anérgico en 
la mayor parte de los pacientes.  
 
Cambios inmunológicos inducidos por la SLIT a largo plazo 
Por los datos de que disponemos, este es el primer estudio prospectivo de 5 
años de duración, en el que se exploran los mecanismos inmunológicos 
asociados al mantenimiento del efecto de la intervención terapéutica en 
enfermedades alérgicas con inmunoterapia específica. El producto elegido es 
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el único que cuenta con eficacia clínica demostrada en estudios prospectivos y 
debidamente controlados con una duración de 5 años.  
A la vista de nuestros resultados, formulamos la hipótesis de que el 
mantenimiento de la respuesta Treg tras la finalización del tratamiento podría 
jugar un papel clínico fundamental en la persistencia de la desensibilización. Es 
interesante considerar que una proporción de los pacientes que desarrollan 
respuesta Treg la pierden progresivamente tras finalizar la inmunoterapia, a la 
vez que muestran aumentos en la sIgE y los recuentos de eosinófilos.  
Considerando los datos de los 5 años, se puede concluir que, 
aproximadamente, el 15% de los pacientes no desarrolla una respuesta Treg al 
tratamiento durante los tres años. Se precisan hasta 2 años de tratamiento para 
inducir esta respuesta en los pacientes capaces de generar regulación T. Un 
tercer año de terapia no aumenta la proporción de pacientes respondedores. 
Tras 2 años de seguimiento, una vez se ha finalizado el ciclo de 3 años de 
tratamiento, otro 20% de pacientes pacientes no mantiene el beneficio clínico. 
Esta nueva manera de entender el efecto de la inmunoterapia, gracias a 
nuestro estudio, abre una vía para identificar pacientes respondedores 
precoces, tardíos y mantenidos, lo que puede permitir el diseño de mejores 
estrategias de intervención terapéutica.  
El efecto a corto plazo que se observa con la IT no se explica por los cambios 
inmunológicos periféricos. De hecho, durante los primeros meses, se ha 
objetivado un aumento tanto en la sIgE como en la proporción de células IL4+, 
lo que debería acompañarse en teoría de un empeoramiento clínico, cuando se 
suele observar justo lo contrario. A este respecto, se puede formular la teoría 
de que otros mecanismos locales asociados con la sensibilidad de las células 
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efectoras podrían ser relevantes con respecto a la mejoría clínica precoz 
asociada a la SLIT, que predeciría el inicio de la tolerancia periférica dirigida 
por la señalización de células dendríticas. En relación con esta hipótesis, 
recientemente nuestro grupo de investigación ha descrito la existencia de un 
remodelado de la mucosa oral y una infiltración de células efectoras. La 
colocalización de celulas presentadoras y CD4+, junto con el contacto de la 
SLIT con los mastocitos en el tejido conectivo de la mucosa oral, avalan esta 
hipótesis (182). 
Hay que destacar la existencia de una variabilidad considerable en la cinética 
individual de cambios inmunológicos en respuesta a la SLIT. Como ejemplo, los 
niveles de sIgG4 suelen mostrar un aumento inicial de hasta 10 veces los 
niveles basales, seguidos, como en el caso de la sIgE, de un fuerte descenso. 
Dicho aumento inicial, que persiste un número limitado de meses, presenta un 
retraso de entre 2 meses y 2 años con respecto a los cambios en la sIgE, lo 
que puede explicar la dificultad para vincular la sIgG4 con la mejoría clínica. Se 
puede postular que el descenso en ambas inmunoglobulinas está controlado 
por la respuesta Treg en proceso, que como hemos descrito puede precisar en 
algunos casos hasta 2 años para consolidarse. 
Como resumen, este trabajo permite construir un marco temporal adecuado 
para los mecanismos descritos de acción de la inmunoterapia específica con 
alérgenos, que podría tener claras consecuencias para, por ejemplo, el diseño 
de ensayos clínicos. Los productos dirigidos a actuar a nivel de regulación T, 
deberían diseñarse probablemente para tener una duración mínima de 2 años 
de tratamiento consecutivos, mientras que, para conseguir un efecto precoz 
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mediado por la desensibilización de células efectoras, se podria precisar la 
utilización de IT a altas dosis.  
A pesar de las nuevas ideas sobre los mecanismos que están implicados en el 
efecto de la IT, se precisan mejores estrategias de diagnóstico que permitan el 
descubrimiento de nuevos biomarcadores de respuesta. Estos biomarcadores 
deberían estar más en relación con el estado inflamatorio de los pacientes, que 
estaría a su vez más estrechamente relacionado con sus síntomas. 
Para sintetizar nuestras observaciones, en la Figura 50 se resume la cinética 
de los cambios inmunológicos identificados a los 5 años de iniciar el estudio, es 
decir, 3 años de tratamiento con los comprimidos liofilizados de gramíneas más 
2 años de seguimiento sin IT. 
 
 
Figura 50. Resumen de la secuencia temporal de los mecanismos implicados en la 
inmunoterapia sublingual con Grazax® 
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Los resultados obtenidos en este trabajo permiten comprender mejor los 
mecanismos implicados en la inmunoterapia específica y entender la 
variabilidad individual de los pacientes en la respuesta al tratamiento. Se han 
identificado posibles biomarcadores de respuesta asociados a la generación de 
la respuesta reguladora. Algunos de estos marcadores, como la cinética de 
sIgE son de fácil implantación y pueden incorporarse a estudios prospectivos. 
Por ejemplo, para predecir en qué pacientes desaparece el efecto de la 
inmunoterapia tras suspender el tratamiento. 
Los datos obtenidos sugieren que la administración de inmunoterapia debe 
realizarse de modo continuado al menos dos años consecutivos. 
Recientemente se ha publicado un trabajo en el que la administración por un 
periodo de dos años no fue suficiente para generar efecto sostenido (183). Este 
hecho implica que es probable que el tercer año de terapia sea clave para fijar 
el patrón de regulación epigenético de dicha respuesta y que algunos de los 
pacientes que pierden regulación tras interrumpir la SLIT podrían necesitar un 
periodo adiccional de tratamiento activo. 
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1. El tratamiento con Grazax® induce un aumento de la respuesta Th2 a corto 
plazo, seguido de una disminución acusada a lo largo de los meses 
posteriores. 
2. La generación de IgG4 especifica a partir del mes de tratamiento puede jugar 
un papel relevante en dicha regulación, interfiriendo con la unión al alérgeno 
facilitada por IgE a los linfocitos B, via receptor de baja afinidad de la IgE. 
3. En paralelo a la respuesta IgE, se produce un ascenso y descenso en el 
porcentaje de células productoras de IL4. 
4. El descenso de IL4 permite aumentar la producción de IFN-γ, principalmente 
por celulas NK. 
5. La generación de una respuesta reguladora de memoria a partir del primer 
año, está directamente relacionada con la disminución de IL4 tras el pico al 
mes de iniciar la inmunoterapia. 
6. La respuesta reguladora de memoria se establece a nivel poblacional a partir 
del segundo año de tratamiento, de manera que alrededor del 85% de los 
pacientes generan una respuesta T reguladora de memoria. 
7. Al suspender el tratamiento despues de tres años, alrededor del 20% de los 
pacientes no son capaces de mantener esta respuesta reguladora, mientras 
que el 65% restante la conservan. 
8. El mantenimiento de la respuesta reguladora se asocia al control de los 
recuentos de eosinófilos y niveles de IgE, que a su vez se asocia con el 
sostenimiento de la eficacia clinica. 
9. Hay biomarcadores de fácil acceso, como la cinética de IgE, que nos 
permitirían mejorar el seguimiento del efecto en el paciente sometido a 
tratamiento con inmunoterapia. 
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